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Avant -propos 

Les réactions allergiques telles que les réactions d’hypersensibilité de contact (HSC) sont 

un problème de santé publique. Elles sont classées au quatrième rang des maladies mondiales 

selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). L’incidence de ces réactions est estimée à 

20% dans les pays industrialisés. Il s’agit d’une réaction inflammatoire aiguë qui survient 

suite à des expositions répétées d’une molécule allergisante avec la peau et dans laquelle les 

cellules dendritiques (DC) jouent un rôle essentiel. Les composés chimiques responsables de 

HSC sont majoritairement des haptènes, molécules de faibles poids moléculaires, qui ne 

deviennent immunogènes qu’après association stable avec des protéines. L’HSC est composée 

de deux phases : une phase de sensibilisation et une phase d’élicitation. Lors du premier 

contact avec la peau, l'haptène est pris en charge par les DC épidermales, les cellules de 

Langerhans (LC), et les DC dermales qui vont migrer vers les ganglions lymphatiques via la 

lymphe pour induire une réponse lymphocyte T primaire spécifique de l'haptène. 

Ces mêmes haptènes sont capables d'induire un stress chimique. Parmi les voies de 

détoxication en réponse aux xénobiotiques, la voie Nrf2 est une voie majeure connue pour 

jouer un rôle clef dans la défense anti-oxydante. Quand la cellule n’est pas soumise à un stress 

chimique ou un stress oxydant, une protéine senseur appelée Keap1 (Kelch-like ECH 

associated protein 1), séquestre Nrf2 dans le cytoplasme. En réponse au stress oxydant et aux 

molécules électrophiles, Keap1 libère Nrf2. Ce dernier transloque alors dans le noyau, se fixe 

sur des séquences consensus ARE (Antioxydant Responsive Element) et forme un complexe 

avec les facteurs de transcription de la famille Maf pour induire l’expression de gènes cibles 

[la NAD(P)H:quinone réductase (nqo1), la hème oxygénase (ho-1), la glutathion péroxydase 

(gpx), la superoxyde dismutase (sod)]. Cette voie Nrf2/Keap1 est une voie centrale pour la 

détection de composés électrophiles tant endogènes qu’exogènes par la cellule.  

Les molécules allergisantes cutanées contrairement aux irritants induisent les expressions 

de gènes cibles de Nrf2, codant pour des enzymes anti-oxydantes, (la nqo1 et l'ho-1) et 

induisent l’accumulation de Nrf2 dans les DC humaines et les cellules de la lignée THP1. 

Natsch & Emter (2008) ont aussi montré que de nombreux composés chimiques connus pour 

être des molécules allergisantes cutanées sont capables d’activer la voie Nrf2. 

L'objectif de ce travail a été d'étudier le rôle du facteur de transcription Nrf2 dans (1) le 

contrôle de la survie des DC en réponse aux molécules chimiques et (2) le contrôle des 
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réactions allergiques cutanées. Cette étude a été effectuée à l'aide d'un modèle murin de 

souris déficientes pour le gène codant pour nrf2. 
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1. La peau 

La peau constitue l’organe le plus lourd et le plus étendu du corps humain. Chez l'adulte, 

elle couvre plus ou moins 2 m2 et pèse 4,5 à 5 kg, soit environ 16 % de la masse corporelle. 

Elle constitue un tissu de revêtement en continuité avec les muqueuses et une barrière 

physique contre l’environnement extérieur (McLafferty et al., 2012).  

La peau est composée de trois compartiments distincts : l’épiderme, le derme et l’hypoderme 

(Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Structure de la peau (Geras, 1990) 

1.1. L’épiderme 

L’épiderme est un épithélium stratifié, squameux et kératinisé. Il constitue la partie 

supérieure de la peau qui est en contact direct avec l’extérieur. Il est composé de plusieurs 

couches superposées : la couche basale,  la couche épineuse,  la couche granuleuse, la 

couche claire et la couche cornée (Figure 2). L'épiderme assure une protection mécanique, 

chimique (sueur et sébum) et physiologique contre les agressions physiques telles que le 

soleil, agressions chimiques ou infectieuses. 
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Figure 2 : Les différentes couches et cellules de l’épiderme [figure modifiée à partir  
(Tortora and Derrickson 2007)] 

L’épiderme est constitué de 4 types cellulaires : 

· Les kératinocytes  

Les kératinocytes (KC) constituent environ 90 % des cellules épidermiques. Ils prolifèrent 

au niveau de la couche basale puis se différencient en progressant vers la couche cornée. Ils 

s’aplatissent progressivement tout en synthétisant la kératine, une protéine qui protège la 

peau et les tissus sous-jacents contre la chaleur, les microorganismes et les agents chimiques 

(Tortora and Derrickson 2007). Au niveau de la couche cornée, les KC deviennent des cellules 

plates, sans noyau, les cornéocytes, attachés les uns aux autres par les cornéodesmosomes 

(Dreno, 2009). La cohésion et la souplesse de l’ensemble sont renforcées par une couche de 

lipides constituée de céramides, de cholestérol et d’acides gras. Les céramides constituent 

une classe de lipides qui assurent l'hydratation de la peau. Neuf céramides libres sont 

retrouvés dans la couche cornée dont les céramides A et les céramides B (Proksch et al., 

2008). Le cholestérol, constituant une classe majeure des lipides de la couche cornée, est 

synthétisé dans l’épiderme in situ à partir de l’acétate (Proksch et al., 2008). L’épiderme 

contient aussi des acides gras libres ou liés à des triglycérides, des phospholipides et des 

glycosylcéramides (Proksch et al., 2008). Les KC assurent la première ligne de défense grâce à 
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leur fonction de cohésion, de barrière et de protection. Ils participent à l’initiation et au 

développement des réactions inflammatoires cutanées. 

· Les mélanocytes  

 Les mélanocytes représentent environ 8% des cellules épidermiques. Ils sont 

responsables de la pigmentation de la peau. Les mélanocytes se trouvent dans les couches 

profondes de l’épiderme où ils synthétisent la mélanine. Grâce aux prolongements longs et 

minces des mélanocytes qui rentrent en contact avec les KC, la mélanine est transférée aux KC 

(Tortora and derrickson 2007). La mélanine ainsi absorbée s’accumule dans les KC et forme 

une barrière pigmentaire qui protège les cellules des rayonnements ultra- violets (UV) 

(McLafferty et al., 2012). 

· Les cellules de Langerhans  

 Les cellules de Langerhans (LC) représentent 3 à 5 % des cellules épidermiques (Merad 

et al., 2013). Elles appartiennent au groupe des cellules dendritiques (DC) et sont situées 

dans les couches basales et supra-basales de l’épiderme.  Leur corps cellulaire, de forme 

étoilée, se prolonge par de longues dendrites qui leur permettent de capturer les corps 

étrangers qui auraient franchi la barrière cutanée. Leur fonction est de surveiller et 

d’alerter le système immunitaire lors de la pénétration de pathogènes (Dreno, 2009). 

· Les cellules de Merkel  

 Les cellules de Merkel sont les cellules les moins nombreuses de l’épiderme. Elles se 

situent dans la couche la plus profonde de l’épiderme (Tortora and derrickson 2007). Elles 

sont particulièrement abondantes dans les régions sensibles au toucher en contact avec une 

terminaison nerveuse telles que les lèvres, les paumes, la pulpe des doigts et la plante des 

pieds (Dreno, 2009). 

1.2. Le derme  

Le derme est la seconde couche de la peau qui est composé principalement de tissu 

conjonctif. Le derme comprend des fibres collagènes et élastiques, des vaisseaux sanguins, 

des nerfs, des glandes et des follicules pileux. Les fibres élastiques sont synthétisées par les 

fibroblastes (McLafferty et al., 2012). Il est divisé en deux zones : la zone papillaire supérieure 

et la zone réticulaire la plus profonde. Le derme est la partie vascularisée de la peau qui lui 
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confère une fonction importante de nutrition de l’épiderme et de thermorégulation. 

L’association de fibres collagènes et de fibres élastiques dans le derme réticulaire confère à la 

peau sa résistance, son extensibilité et son élasticité (Tortora and derrickson 2007). 

1.3. L’hypoderme 

L’hypoderme est le compartiment le plus profond et le plus épais de la peau. Il est 

constitué principalement d’adipocytes séparés par du tissu conjonctif lâche, richement 

vascularisé et innervé. Le tissu adipeux de l’hypoderme joue un rôle de stockage des 

réserves énergétiques, les triglycérides. Cette couche hypodermique a essentiellement une 

fonction d’amortisseur des chocs contre la peau grâce à sa consistance en graisses. Elle joue 

également un rôle de protection contre le froid par isolation (Dreno, 2009). 

2. Les cellules dendritiques  

Les DC sont des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) professionnelles jouant un rôle 

majeur tant dans l'immunité innée que dans l'immunité acquise ou adaptative. L’immunité 

innée permet de lutter de façon non spécifique contre tous les types de pathogènes et 

constitue la première ligne de défense (Iwasaki and Medzhitov, 2010). Quant à l’immunité 

acquise, elle vise à détruire spécifiquement l’agent infectieux (Iwasaki and Medzhitov, 2010). 

Les DC sont des cellules majeures qui assurent le lien entre l'immunité innée et l'immunité 

adaptative (Steinman, 2006). 

Les DC sont représentées dans deux états : un état dit immature et un autre dit mature. 

Les DC immatures ont la capacité de capturer un antigène (Ag) induisant leur maturation 

tandis que les DC matures ont la capacité unique de présenter l’Ag et d’activer les LT naïfs. 

Ces CPA dites professionnelles sont uniques dans l’initiation d’une réponse immunitaire 

primaire spécifique de l'Ag (Banchereau and Steinman, 1998).  

Les DC proviennent des cellules souches hématopoïétiques issues de la moelle osseuse 

(Shortman and Naik, 2007) (Figure 3). Elles résident principalement dans les tissus 

périphériques et les organes lymphoïdes, et forment un réseau de cellules sentinelles 

notamment au sein des épithéliums muqueux (bouche, œsophage, poumon, vessie) et dans la 

peau (Liu et al., 2007; Bangert et al., 2011).  
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Figure 3 : Origine des cellules dendritiques (Shortman and Naik, 2007) 

2.1. La diversité des cellules dendritiques  

Les DC constituent un réseau remarquable de cellules assurant un lien entre l'immunité 

innée et l'immunité adaptative. Ces DC sont issues d'un progéniteur commun de cellules 

souches hématopoïétiques. Elles peuvent être divisées en deux grandes catégories : les DC 

classiques ou conventionnelles (cDC) et les DC plasmacytoïdes (pDC) (Merad et al., 2013).  

Les cDC comprennent les DC résidentes dans les organes lymphoïdes primaires et 

secondaires et les DC migratoires présentes dans les tissus périphériques. Chez la souris, les 

cDC résidentes dans les organes lymphoïdes comprennent deux sous-populations : les DC 

CD8+ et les DC CD11b+ (Merad et al., 2013).  

Les DC CD8+ constituent la majorité des cDC résidentes dans le thymus tandis qu'elles 

représentent 20 à 40% des cDC de la rate et des ganglions lymphatiques. Les cDC CD8+ 

n'expriment que le marqueur membranaire CD8a contrairement aux LT CD8+ qui expriment 

le CD8ab. Les cDC CD8+ expriment fortement le FMS-like tyrosine kinase 3 (Flt3) et 

prolifèrent en réponse au ligand Flt3L. Elles expriment également le CD205, récepteur de la 

lectine C 9A (Clec9A), et la langerine (Kiang et al.,1995, Merad 2013). Quant aux DC CD11b+, 

elles n'expriment pas le marqueur CD8 et représentent les cDC prédominantes au niveau des 

tous organes lymphoïdes à l'exception du thymus (Merad et al., 2013). Comme pour les DC 

CD8+, les DC CD11b+ sont capables de proliférer en réponse au Flt3L (Waskow C 2008). 

Par ailleurs, les DC migratoires constituent toutes les DC capables de migrer des tissus 

périphériques vers les ganglions lymphatiques. Dans cette partie, nous nous focalisons 

surtout sur les DC cutanées comprenant les cellules de Langerhans (LC) et les DC dermales 

(DDC).  
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Les LC épidermales sont caractérisées par l’expression de la Langerine (CD207) alors que 

les DDC retouvées dans le derme sont caractérisées par l’expression de DC-SIGN (DC-specific 

intercellular adhesion molecule-3 (ICAM-3)-grabbing non-integrin ou CD209) chez l’homme 

et par l’expression de CD11c chez la souris (Valladeau and Saeland, 2005; Guilliams et al., 

2010). Ces deux principales populations de DC se trouvent dans la peau à l'état 

d'homéostasie. Cependant, dans les conditions inflammatoires, des populations de DC non 

résidentes dans l’environnement cutané normal apparaissent dans la peau. Ces DC sont dites 

les DC inflammatoires. 

La Figure 4 montre les différentes sous-populations de DC chez la souris et leurs équivalents 

chez l'Homme. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Les 
différentes 

sous-populations de 
DC humaines et 

murines  
(Guilliams et al., 2010) 
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2.2. Les cellules dendritiques cutanées 

2.2.1. Les cellules de Langerhans 

Les cellules de Langerhans (LC) sont les premières DC décrites par Paul Langerhans en 

1868. Ce sont les seules DC dans l’épiderme d’une peau saine (Chu et al., 2011; Igyarto and 

Kaplan, 2012; Kaplan et al., 2012). Elles représentent 3 à 5% des cellules épidermiques 

(Merad et al., 2013). A l’état basal, ces cellules se renouvellent continuellement 

indépendamment des progéniteurs du sang ou de la moelle osseuse (Merad et al., 2013). En 

effet, il a été montré par Merad et al., que les LC sont capables de s'auto-renouveler en se 

différenciant à partir de précurseurs localisés dans l'épiderme (Figure 5). Ainsi, il a été 

observé chez la souris irradiée puis transplantée par des cellules de la moelle osseuse que les 

LC de l'hôte d'origine persistaient dans la peau pendant 18 mois. En revanche, toutes les 

autres DC des différents organes ont été totalement renouvelées à partir des cellules de la 

moelle osseuse transplantées. Par ailleurs, il a été montré que les LC déplétées par une 

exposition aux UV sont renouvelées à partir des monocytes d'origine sanguine (Merad et al., 

2002) (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Le renouvellement des cellules de langerhans (Shortman and Naik, 2007) 

Les LC ont un phénotype caractérisé par l’expression de la langerine (CD207) et par la 

présence typique d’organelles cytoplasmiques appelés granules de Biberck. Ces granules sont 

constitués principalement de la langerine (Valladeau et al., 2000). Elles expriment également 

le CD1a, le CD45 et les molécules d’adhésion telles que la molécule epithellial-cell adhesion 

molecule (EpCAM), la β1-intégrine et l’E-cadhérine (Tableau 1) (Valladeau and Saeland, 

2005; Chu et al., 2011; Gros and Novak, 2012).  
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Tableau 1 : Phénotype des LC cutanées murines et humaines [ND : non déterminé] 
(Merad et al., 2008; Ainscough et al., 2012) 

A l’état basal, les LC sont situées dans les couches basales et suprabasales de l’épiderme 

où elles interagissent avec les KC via l’E-cadhérine. Borkowski et al., ont montré que les souris 

déficientes pour le gène codant pour le tgf-b (transforming growth factor b) ne possèdent pas 

de LC dans leur épiderme indiquant ainsi le rôle important du facteur de croissance TGF-β 

dans la différenciation des LC (Borkowski et al., 1996; Chu et al., 2011). Les LC jouent un rôle 

crucial dans l’induction de la réponse immunitaire adaptative (Bangert et al., 2011). Une fois 

activées par des allergènes, les LC sont alors capables de les capturer et d’enclencher le 

processus de maturation. C’est ainsi que les Ag du complexe majeur d'histocompatibilité 

(CMH)-I, CMH-II, les molécules de co-stimulation telles que le CD40, le CD80 et le CD86 et les 

récepteurs aux chimiokines tels que le CCR7 sont induits dans les DC. Ce processus est 

accompagné aussi d’une diminution de l’expression de l’E-cadhérine. Cette maturation 

permet aux LC de migrer vers les ganglions lymphatiques afin de présenter l’Ag aux LT naïfs 

 Peau 

       
                                                    LC 
Marqueurs cellulaires 

Souris Humain 

Langerine (CD207) +++ +++ 

Granules de Birbeck ++ ++ 

CD45 + + 

CMH class II ++ ++ 

CD11c + + 

CD205 ++ - 

CD11b + + ou - 

F4/80 + ND 

E-cadhérine ++ ++ 

EpCAM ++ + 

CD103 - ND 

CCR6 + + 

CCR7 - - 

CD1a - +++ 

CD1d ND - 
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initiant ainsi une réponse immunitaire adaptative cutanée (Chu et al., 2011; Igyarto and 

Kaplan, 2012; Kaplan et al., 2012).  

D’autres études montrent que les LC participent à la tolérance cutanée. Récemment 

Gomez de Aguero et al., ont montré que les LC contrôlent la réponse inflammatoire d’origine 

allergique induite par une molécule chimique telle que le dinitrofluorobenzène (DNFB). Ainsi, 

les LC issues de souris ayant reçues une application cutanée d'une molécule chimique 

tolérogène telle que le dinitrothiocyanobenzène (DNTB) et transférées chez des souris 

receveuses protègent ces dernières contre l'allergie cutanée induite par le DNFB. Cette étude 

a permis ainsi de montrer que cette protection implique une absence de prolifération des LT 

CD8+ appelée anergie et une activation des LT régulateurs (Treg) en réponse au DNTB 

(Gomez de Aguero et al., 2012). 

2.2.2. Les cellules dendritiques dermales 

Les cellules dendritiques dermales (DDC) constituent une autre sous-population de DC 

résidentes dans la peau saine. Ces cellules sont capables d’activer le système immunitaire en 

présence d’un allergène. Les DDC se caractérisent surtout par l’expression de CD11c, CD45, 

CMH-II, la sous-unité A du facteur de coagulation XIII (FXIIIa). Contrairement aux LC, elles 

n’expriment pas de granules de Biberck (Bangert et al., 2011) (Tableau 2). Deux populations 

de DDC ont été identifiées : les DDC langerine+ connues aussi par les DDC CD103+ chez la 

souris ou CD141high chez l’Homme (Haniffa et al., 2012) et les DDC langerine- connues par les 

DDC classiques ou CD11b+ chez la souris ou CD14-/CD1a+ chez l’Homme (Tableau 2). 

Les DDC proviennent des progéniteurs de la moelle osseuse et se différencient en 

présence du ligand FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) (Ginhoux et al., 2009). Les DDC 

langerine+ représentent 3% de la population totale de DC, elles sont continuellement 

renouvellées par recrutement à partir du sang. Par ailleurs, les DDC langerine- représentent à 

peu près 80% de la population totale des DDC. Deux populations de DDC langerine- se 

distinguent par l’expression CD11b (Henri et al., 2010). 

Ces DDC [CD103+, Langerine+] sont capables de présenter in vivo les Ag par présentation 

croisée (cross-presentation), leur permettant ainsi de présenter les Ag exogènes aux LT CD8+ 

via les molécules du CMH-I (Chu et al., 2011; Igyarto and Kaplan, 2012; Kaplan et al., 2012). 

Bedoui et al., ont ainsi montré que les DC [CD103+, Langerine+], isolées à partir des ganglions 

de souris infectées par le virus Herpes Simplex (HSV), étaient les seules cellules capables 

d'induire la prolifération des LT C8+ spécifiques du HSV (Bedoui et al., 2009). 
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Tableau 2 : Les marqueurs 
phénotypiques des DC 

cutanées murines et 
humaines 

(Merad et al., 2008; 
Ainscough et al., 2012), (ND : 

non déterminé) 

 

 

 

 

 

 

Récemment, Hannifa et al., ont pu identifier une nouvelle population de DC humaines 

dermales exprimant fortement le CD141 [ou Blood DC antigen (BDCA)-3)] (DC CD141high). Ces 

DC CD141high possèdent des homologies fonctionnelles aux DDC 103+ murines. Elles sont 

capables de migrer vers les ganglions lymphatiques spontanément et suite à un stimulus 

inflammatoire. Elles sont capables de présenter les Ag via une présentation croisée aux LT 

(Haniffa et al., 2012).  

2.2.3. Les cellules dendritiques inflammatoires de la peau 

Les DC inflammatoires correspondent à des DC recrutées en réponse à des stimuli 

microbiens ou inflammatoires. Elles disparaissent lorsque l’inflammation est résolue (Merad 

et al., 2013). Elles peuvent être divisées en plusieurs sous-populations : les cellules 

dendritiques épidermales inflammatoires (IDEC), les DC productrices de TNF-α (tumor 

necrosis factor- α) et d’iNOS (inducible nitric oxide synthase) appelées Tip-DC, les 6-sulpho 

 Peau 
 Souris Humain 

Marqueurs 
cellulaires 

DC 
langerine+ 
dermales 

DC 
langerine- 
dermales 

DC 
langerine- 

dermales 
Langerine 
(CD207) 

++ - - 

Granules de 
Birbeck 

- - - 

CD45 + + + 

CMH class II ++ ++ ++ 

CD11c ++ ++ + 

CD205 - ++ - 

CD11b faible ++ ++ 

F4/80 - + ND 

E-cadhérine ND ND - 

EpCAM - - - 

CD103 ++ - ND 

CCR6 ND - - 

CCR7 +++ +++ +++ 

CD1a - - ++ 

CD1d ND ND + 

CD141 
(BDCA-3) 

- - +++ 



- Introduction - Parite I - 
 

 

 39  

 

LacNac DC (slanDC) et les DC plasmacytoides (pDC) (Bangert et al., 2011; Gros and Novak, 

2012).  

Les IDEC, les TipDC et les slanDC proviennent des précurseurs myéloïdes et ressemblent 

phénotypiquement aux DC myéloïdes du sang périphérique (Bangert et al., 2011). Les IDEC se 

retrouvent au niveau de l’épiderme alors que les TipDC et les slanDC se retrouvent au niveau 

du derme d’une peau enflammée (Zaba et al., 2009). Par ailleurs, les pDC, d’origine 

lymphoïde, circulent du sang vers les zones T des organes lymphoïdes ou vers les tissus 

enflammés (Gros and Novak, 2012). 

S Les cellules dendritiques inflammatoires épidermales  

L’origine des cellules dendritiques inflammatoires épidermales (IDEC) n’est à ce jour pas 

connue. Les IDEC sont absentes dans l'épiderme d'une peau saine, elles apparaissent en 

réponse à un stimulus inflammatoire. Ces cellules ont été décrites pour la première fois en 

analysant des suspensions cellulaires des épidermes de patients atteints de dermatite 

atopique (Wollenberg et al., 1996). Ainsi, Wollenberg et al., ont montré que les différentes 

biopsies de peau issues de patients atteints de dermatite atopique, d'eczéma de contact, de 

psoriasis ou de lupus érythémateux présentent un nombre élevé de cellules inflammatoires 

cutanées telles que les IDEC et les pDC contrairement à la peau saine (Wollenberg et al., 

2002). 

Les IDEC représentent une population de mDC recrutées au niveau des sites 

inflammatoires à partir de monocytes sanguins suite à un stimulus inflammatoire (Novak 

2002, Gros et Novak 2012). Le Tableau 3 montre les différents marqueurs cellulaires 

exprimés par les IDEC. Suite à leur activation, les IDEC induisent la production de cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’interleukine (IL)-1, MIP-1α (macrophage inflammatory 

protein-1 α), l'IL-16 favorisant ainsi le recrutement des éosinophiles (Gros and Novak, 2012). 

 
Tableau 3 : les 

marqueurs 
phénotypiques des 

différentes DC 
inflammatoires de la 

peau 
(Chu et al., 2011; 
Gros and Novak, 

2012) 

Type de DC Marqueurs cellulaires 

IDEC 
CD1a, CD1b, CD11b, CD1c, CD11c, FceRI, 

CD23, HLA-DR, CD206, CD36 
TipDC CD11c, CD11b, CD206, CD209 

slanDC 
CD11c, CD16 (FcgRIII), C5aR, CD45RA, 

Récepteurs de l’histamine (H1R, H2R, H4R) 

pDC 
BDCA-4 (neuropilin), BDCA-2 (CD303), 

CD4, CD123, immunoglobulin like 
transcript 7, DEC-205 
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S Les cellules dendritiques productrices de TNF-α et d’iNOS  

Les DC productrices de TNF-α et d’iNOS (Tip-DC) sont des DC inflammatoires qui ont été 

décrites pour la première fois au cours des infections bactériennes. Elles ont ainsi été 

retrouvées dans la rate au cours d’un modèle d’infection à la Listeria monocytogenes (Serbina 

et al., 2003) et dans l'intestin au cours d’une infection à l’Escherichia Coli (E. Coli) (Engel et al., 

2006).  

Les Tip-DC sont aussi décrites dans le derme et l'épiderme d’une peau d’un sujet atteint de 

psoriasis (Lowes et al., 2005). L’inflammation psoriasique induit une augmentation de 30 fois 

plus le nombre de DC exprimant le CD11c+ dans le derme par rapport à une peau saine (Zaba 

et al., 2009; Bangert et al., 2011). Elles produisent des cytokines pro-inflammatoires telles 

que le TNF-α et l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) d’où leur nom TNF-α and 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) producing ou Tip-DC (Zaba et al., 2009; Bangert et al., 

2011; Chu et al., 2011). Ces cellules se différencient à partir des monocytes sanguins. Ainsi, 

une présence remarquable de cellules CD11c+ exprimant à la fois l'iNOS et le TNF-a a été 

identifiée dans le derme et l'épiderme de la peau psoriasique. L'Efalizumab (Raptiva®) [anti-

CD11a], utilisé en clinique dans le traitement du psoriasis, est montré pour diminuer le 

nombre de Tip-DC (Lowes et al., 2005). Guttmann et al., ont également identifié les Tip-DC 

comme cellules caractérisant la maladie de psoriasis. Par un marquage immunohistochimique 

et par une approche de PCR quantitative, ils ont ainsi pu montrer que l'expression d'iNOS est 

beaucoup plus faible dans les échantillons issus de donneurs ayant une dermatite atopique 

comparés à ceux issus de patients atteints du psoriasis (Guttman-Yassky et al., 2007). Par 

ailleurs, Stary et al., montrent que ces Tip-DC peuvent aussi être induites par un traitement 

topique d’imiquimod (Aldara®), un agoniste du récepteur toll-like (TLR) 7/8 utilisé dans le 

traitement du carcinome cellulaire basal et des verrues génitales (Stary et al., 2007). En effet, 

les biopsies issues de patients atteints du carcinome cellulaire basal et traitées topiquement à 

l'imiquimod pendant 2 semaines montrent une infiltration importante de pDC et de mDC au 

niveau cutané (Stary et al., 2007). 

Toutes les études effectuées jusqu'à présents utilisaient des TipDC issues de biopsies de 

patients atteints de psoriasis. Cependant, Wilsmann-Theis et al., viennent de proposer un 

nouveau protocole de différenciation in vitro de Tip-DC à partir des monocytes humains. Ce 

protocole consiste à mettre en culture les monocytes purifiés à partir du sang périphérique 

pendant 5 jours dans du milieu supplémenté de sérum humain et non de sérum de veau fœtal 



- Introduction - Parite I - 
 

 

 41  

 

en présence du GM-CSF et de l'IL-4. Ceci permet alors d'obtenir des TipDC CD1a- similaires 

phénotypiquement aux Tip-DC purifiées directement à partir du sang de patients atteints de 

psoriasis (Wilsmann-Theis et al., 2013). 

Les TipDC ont également été décrites au cours des infections bactériennes. Elles ont ainsi 

été retrouvées dans la rate au cours d’un modèle d’infection à la Listeria monocytogenes 

(Serbina et al., 2003) et dans l'intestin au cours d’une infection à l’Escherichia Coli (E. Coli) 

(Engel et al., 2006).  

S Les cellules dendritiques exprimant le 6-sulfo LacNac  

Les 6-sulfo LacNac (slan) slanDC représentent 0,5% à 2% des cellules mononuclées du 

sang périphérique. Ces cellules sont considérées comme des précurseurs directs des DC 

dermales inflammatoires. Le 6-sulfo LacNac est une modification glucidique du ligand 1 de la 

glycoprotéine P séléctine (PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand-1) exprimée par la DC. Les 

slanDC sont caractérisées par la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le 

TNF-α et l’IL-12 en réponse au lipopolysaccharide (LPS) (Schakel et al., 2006). Le Tableau 3 

montre les différents marqueurs exprimés à la surface des slanDC. Ces cellules ont toujours 

été décrites comme étant des DC pro-inflammatoires présentes dans le sang et recrutées au 

site inflammatoire. Cependant, une étude récente montre que ces slanDC sont présentes 

uniquement au niveau du derme sain. Leur taux est doublé dans le derme d'une peau 

psoriasique (Gunther et al., 2012). Le traitement par l'Etanercept (Enbrel®), de patients 

atteints de psoriasis, induit une diminution du nombre des slanDC dermales et des cytokines 

pro-inflammatoires telles que le TNF-a et l'IL-23. Cette diminution des slanDC dermales est 

associée à une augmentation des slanDC sanguines (Gunther et al., 2013). Gschwandtner et 

al., ont montré que les slanDC isolées de patients atteints de dermatite atopique, expriment 

fortement le récepteur 4 de l'histamine (H4R) en réponse à l’interféron-g (IFN-g), cytokine 

Th1, pouvant être retrouvées au cours des lésions chroniques de la dermatite atopique. La 

stimulation des slanDC via le récepteur H4R inhibe la production de cytokines inflammatoires 

telles que le TNF-a et l'IL-12 induites par le LPS in vitro. Ainsi, les agonistes du récepteurs 

H4R pourraient constituer un traitement potentiel de la dermatite atopique (Gschwandtner et 

al., 2011). 

Une nouvelle étude montre que les slanDC sont aussi retrouvées dans le derme des 

patients atteints de lupus érythémateux (Hansel et al., 2013).  
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S Les cellules dendritiques plasmacytoïdes  

Les DC plasmacytoïdes (pDC) représentent 0,2% à 0,8% des cellules mononuclées du sang 

périphérique. A l’état basal, ces cellules sont présentes dans le sang et les organes lymphoïdes 

et absentes dans la peau. Au cours de pathologies inflammatoires (psoriasis, lupus 

érythémateux, dermatite atopique, éczéma de contact), ces pDC quittent le sang et migrent 

vers la peau (Conrad et al., 2009). Ces DC se distinguent par leurs marqueurs cellulaires, 

BDCA-4 (neuropilin) et BDCA-2 (CD303) [Tableau 3]. Ces cellules jouent un rôle important 

dans l’immunité antivirale grâce à leur capacité à produire de l'IFN de type I tels que l'IFN-a 

et l'IFN-b en réponse à des ligands des TLR7 et TLR9. Les pDC rejoignent les organes 

lymphoïdes à partir du sang à travers les veinules endothéliales grâce à l’expression du CCR7 

et de la L-sélectine (CD62L). La migration des pDC vers les tissus enflammés est liée à 

différents récepteurs de chimiokines tels que le ChemR23, le CXCR3 et le CXCR4 en réponse 

aux chimiokines inflammatoires correspondantes la Chemerin, le CXCL9, le CXCL10, le 

CXCL11 et le CXCL12. Les récepteurs CXCR3 et CXCR4 sont exprimés à la surface des pDC 

murines et humaines (Kaisho, 2012).  

La forte présence des pDC dans la peau psoriasique est due à l'activation chronique des 

pDC par l'hypersécrétion des IFN de type I (IFN-a et l'IFN-b) (Nestle et al., 2005). Lande et al., 

ont montré que l'activation chronique de ces pDC est médiée par un peptide antimicrobien de 

cathélicidine humain, le LL-37. Ce dernier n'est pas présent dans la peau saine mais est 

produit par les KC en réponse à des infections ou des lésions cutanées. Le LL-37 se lie aux 

fragments d'ADN libérés par les cellules mourantes pour former un complexe LL-37/ADN. Ce 

complexe permet alors l'activation des pDC via ses TLR7 et TLR9 induisant ainsi la 

production d'IFN-a (Lande et al., 2007). 

Il a été également montré qu'une lésion cutanée induite par un ruban adhésif chez la 

souris entraîne un recrutement des pDC au niveau de la peau entre 24 h et 48 h. Ceci induit 

l'activation des pDC qui se traduit par une production d'IFN-a et b (Gregorio et al., 2010). 

2.3. Les cellules dendritiques tolérogènes  

Bien que les DC soient connues pour initier une réponse immunitaire, une fonction 

régulatrice pour ces DC a été montrée. Les DC tolérogènes appelées aussi DC semi-matures 

sont des DC exprimant les molécules de co-stimulation mais incapables de produire des 

cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-1b, IL-6, IL-12p40 ou le TNF-a (Saei and Hadjati, 

2013; Svajger and Rozman, 2013). Le microenvironnement cellulaire joue un rôle crucial dans 
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la génération des DC tolérogènes. Ce microenvironnement comprend les interactions cellule-

cellule, l'interation entre les DC et la flore microbiale et l'interaction entre les DC et les corps 

apoptotiques issues des cellules mourantes (Saei and Hadjati, 2013). Des études antérieures 

ont montré que des Ag protéiques tels que l'ovalbumine couplés à l'Ac monoclonal anti-

DEC205 et injectés chez des souris naïves sont capables d'induire une tolérance (Bonifaz et 

al., 2002). Ceci se traduit par une augmentation du nombre de Treg (CD4+CD25+) au niveau 

des ganglions et de la rate (Mahnke et al., 2003). De plus, il a été montré que les DC 

immatures sont sensibles à l'IL-10. Ainsi, la stimulation des DC par l'IL-10 induit un arrêt de 

prolifération des LT CD4+ et CD8+ (Muller et al., 2002; Steinbrink et al., 2002). Wakkash et al., 

ont montré que les DC issues de souris transgéniques surexprimmant l'IL-10 présentent un 

phénotype immature (Wakkash et al., 2003). L'IL-10 et l'IFN-a induisent l'expression de l'ILT 

(immunoglobulin-like transcript)-3 et l'ILT4, des récepteurs de co-inhibition exprimés sur les 

DC, inhibant ainsi l'activation des LT. D'autres médiateurs tels que le TGF-b, l' l'indoleamine 

2,3-dioxygenase (IDO) et l'acide rétinoïque sont décrits pour induire des Treg par les DC 

(Manavalan et al., 2003). 

Gregori et al., ont pu identifier et caractériser une sous-population de DC tolérogènes 

humaines productrices d'IL-10 appelées DC-10 (Gregori et al., 2010). Cette population est 

caractérisée par l'expression de CD1a-, CD1c-, CD14+, CD16+, CD11c+, CD11b+, HLA-DR+et 

CD83+. Elles expriment également les molécules de co-inhibition telles que l'ILT 

(immunoglobulin-like transcript)-2, l'ILT-3 et l'ILT-4 ainsi que les molécules de co-

stimulation telles que CD40 et CD86. Ces DC sont capables d'induire des Treg produteurs d'IL-

10 appelés Tr1 (Gregori et al., 2010). 

Il a été également montré que la vitamine D3 (1a,25dihydroxyvitamin D3) participe à la 

génération des DC tolérogènes. Ainsi, les DC traitées par la vitamine D3 présentent un 

phénotype immature et sont capables d'induire des Treg jouant un rôle dans la tolérance 

(Griffin et al., 2001).  

Les pDC exprimant IDO, le ligand d'ICOS (ICOSL) et/ou le programmed death 1 ligand (PD-

L1) peuvent permettre la différenciation des LT naïfs enTreg (Gehrie et al., 2011). 

Ainsi, les DC tolérogènes constituent une population de DC jouant un rôle important dans 

la tolérance cutanée (Luckey et al., 2011). Il été montré que l'exposition à des faibles 

concentrations d'une molécule allergisante telle que le DNFB induit des Treg 
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(CD4+CD25+FoxP3+) producteurs d'IL-10 aboutissant à une réponse tolérogène (Luckey et al., 

2012).  

2.4. Le rôle des cellules dendritiques dans l’immunité cutanée 

Les DC jouent le rôle de sentinelle du système immunitaire. Elles sont définies par leur 

capacité à (1) capturer et apprêter les Ag dans les tissus périphériques où elles résident, (2) 

migrer et transporter ces Ag de la périphérie vers les organes lymphoïdes secondaires et (3) 

présenter les Ag et stimuler les LT naïfs (Banchereau and Steinman, 1998). 

2.4.1. La reconnaissance des signaux de danger 

En 1994, Matzinger introduit la théorie du ‘signal de danger’. Ce signal déterminera si la 

reconnaissance de l’Ag conduira à la tolérance ou à une réponse immunitaire effectrice 

(Matzinger, 1994). Pour initier une réponse immunitaire primaire complète, la DC a besoin 

de ‘signaux de danger’ endogènes ou exogènes. Ces ‘signaux de danger’ sont produits lors de 

dommages tissulaires, d’une réaction inflammatoire ou d’un stress ou bien d’une mort 

cellulaire par nécrose. Ainsi, la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-1β), 

la libération de protéases (métalloprotéases), de nucléotides intracellulaires (ATP, UTP), de 

protéines de choc thermique (HSP70) (Vabulas et al., 2002) ou d’espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) par les cellules voisines des DC participent à la maturation complète des DC 

(Gallucci and Matzinger, 2001). 

Via l’activation de récepteurs capables de reconnaître des motifs présents sur les 

pathogènes appelés PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns) et des signaux dérivés 

de tissus ou cellules endommagés appelés DAMP (Danger Associated Molecule Patterns), les 

mécanismes de défense innée sont déclenchés (Matzinger, 2002). Les meilleurs exemples de 

ces PAMP sont le LPS des bactéries à Gram négatif et les peptidoglycanes des bactéries à 

Gram positif.  

A l’état immature, les DC sont équipées de nombreux récepteurs capables de détecter les 

PAMP et les DAMP dans l'environnement, appelés les Patterns Recognition Receptors (PRR). 

Ces PRR peuvent être exprimés à la surface de la cellule ou être intracytoplasmiques. Parmi 

ces récepteurs PRR, trois familles sont décrites pour reconnaitre les PAMP : les récepteurs 

TLR, les récepteurs de la famille des lectines de type C (CLR) et les récepteurs à domaine 

intracytoplasmique d'oligomérisation de nucléotide [NLR ou NOD (Nucleotide-binding 

Oligomerization Domain)-like receptors]. 
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S Les récepteurs toll-like 

 Les récepteurs toll-like (TLR) sont exprimés sur un grand nombre de cellules dont les DC. 

A ce jour, dix TLR ont été identifiés chez l’Homme (TLR1 à TLR10) et 12 chez la souris (TLR1 

à TLR9 puis de TLR11 à TLR13) (Ainscough et al., 2012; Song and Lee, 2012). Ils peuvent être 

subdivisés en sous-familles, en fonction du type de ligands qu’ils reconnaissent ou en fonction 

de leur localisation cellulaire. En effet, les TLR1, TLR2, TLR4 et TLR6 reconnaissent des 

structures lipidiques alors que les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 reconnaissent des acides 

nucléiques (Tableau 4) (Akira et al., 2006; Song and Lee, 2012).  

Tableau 4 : Les différents ligands des TLR humains (Moser and Leo, 2010) 

Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 sont exprimés à la surface des cellules tandis que les 

TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 ont une localisation intracellulaire. Les TLR assurent une réponse 

immunitaire efficace et immédiate en réponse à une infection bactérienne, virale ou fongique 

(Song and Lee, 2012). Les différents TLR reconnaissent donc des PAMP différents et délivrent 

des signaux moléculaires distincts, induisant ainsi la maturation de différents types de DC et 

donc des réponses immunitaires distinctes (Kapsenberg, 2003). 

S Les récepteurs de la famille des lectines de type C  

Les DC expriment un large répertoire des récepteurs de la famille des lectines de type C 

(CLR), qui ont la propriété de lier la partie glucidique des glycoprotéines (Hardison and 

Brown, 2012). Tout comme pour les TLR, certaines populations de DC expriment certains 

Famille des 
TLR 

Agonistes microbiens Ligands endogènes 

TLR1 Lipoprotéines (bactéries et mycobactéries), 
peptidoglycanes (bactéries Gram positif), 

- 

TLR2 Lipoprotéines, glycolipides, zymozan - 

TLR3 dsRNA, siRNA ARN simple brin (virus) 

TLR4 Lipopolysaccharide, LPS (bactéries Gram négatif), 
virus de la tumeur mammaire murine, enveloppe 

protéique d’un virus, phosphorylcholine 

Heat shock protein (Hsp)2, 
défensine 2, fibrinogène, 

acide hyaluronique, HMGB-1 

TLR5 Flagelline (bactéries flagellées) - 

TLR6 Lipopeptides - 

TLR7/TLR8 ssRNA, imidazoquinoline, resquimod, imiquimod ARN simple brin (virus) 

TLR9 CpG (bactéries) Chromatine 

TLR10 Inconnu Inconnu 
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CLR. Le BDCA-2 est spécifique des pDC (Dzionek et al., 2001), la langérine est spécifique des 

LC (Valladeau et al., 2000) et le DC-SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule-3 

(ICAM-3)-grabbing non-integrin, CD209) est exprimé spécifiquement sur les DC interstitielles 

(Geijtenbeek et al., 2000). 

Les lectines de type C se lient à un grand nombre de microorganismes, dont les virus, les 

bactéries, les parasites ou les champignons et permettent leur internalisation (Hardison and 

Brown, 2012). Les CLR appartiennent à une superfamille hétérogène de protéines solubles et 

transmembranaires caractérisées par leur domaine lectine de type C (Hardison and Brown, 

2012). Les CLR peuvent induire une signalisation intracellulaire suite à une reconnaissance 

antifongique via la dectin-1, la dectin-2, le récepteur de mannose (DEC-205), le récepteur de 

lectine de type-C tel que la langerine, DC-SIGN et Mincle (Hardison and Brown, 2012).  

Parmi ces CLR, la dectin-1, qui est un récepteur PAMP, reconnait les 1,3-β glucans des 

champignons (Ainscough et al., 2012). Les collectines, les sélectines et les récepteurs des 

cellules natural killer (NK) font partie aussi des CLR et sont impliqués dans la détection des 

signaux de danger (Ainscough et al., 2012). Ce sont des CLR solubles ayant la capacité de 

détecter les produits glucidiques des microorganismes (Hardison and Brown, 2012). Suite à 

leur activation, les collectines sont capables de déclencher des processus immunitaires tels 

que la neutralisation, l’activation du complément et la phagocytose (Ainscough et al., 2012).  

Certains CLR tels que le récepteur du mannose est impliqué uniquement dans 

l’endocytose et l’internalisation des microorganismes (Pothlichet and Quintana-Murci, 2013). 

S Les récepteurs NOD-like  

Les récepteurs NOD-like (NLR) sont une famille de récepteurs intracellulaires qui 

reconnaissent des composants microbiens. Cette famille compte vingt-trois membres dont la 

majorité est divisée en deux sous-classes : les Nucleotide-binding oligomerization domain 

NOD (1 et 2) contenant un motif CARD et les NLRP (Nucleotide-binding oligomerization 

domain Leucine rich Repeat and Pyrin domain containing) ou NALP contenant un motif 

pyrine.  

Les protéines NOD1 (NLRC1 ou CARD4) et NOD2 (NLRC2 ou CARD15) sont des récepteurs 

cytosoliques qui détectent les peptidoglycanes des bactéries à Gram négatif ou positif et sont 

exprimées dans le cytoplasme des macrophages et des DC (Fritz et al., 2005). Elles sont 

activées par des muropeptides (petits fragments de peptidoglycanes bactériens). NOD1 est 

activé par l'acide diaminophilique des muropeptides de bactéries telles que Moraxella 
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catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, Chlamydia, Shigella, Escherichia coli 

et Campylobacter. Cependant, NOD2 est activé par les muramyl dipeptides (MDP) des 

peptidoglycanes de bactéries telles que Mycobacterium tuberculosis, Salmonella, Listeria, et 

Streptococcus (Rietdijk et al., 2008). 

Après la liaison d’un PAMP, les NLR subissent un réarrangement conformationnel qui 

permet leur activation. Il s’ensuit la mise en route de voies de signalisation induisant la 

production de cytokines pro-inflammatoires. Les protéines NOD activent la voie du facteur de 

transcription nuclear factor kappa B (NFkB) (Figure 6) alors que les protéines NLRP telles 

que le NLRP3 régule la sécrétion de l'IL-1b et de l'IL-18 (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Figure 6 : Activation de la voie NFkB par les protéines NOD1/NOD2 ou les TLR 

(Inohara and Nunez, 2003) 
major histocompatibility complex (MHC) class II transactivator (CIITA) 
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Figure 7 : Activation de l'inflammasome NLRP3 par les signaux de danger  
(Yin et al., 2013) 

Les NLRP ou NALP font partie de l’inflammasome, complexe multiprotéique jouant un 

rôle important dans l’activation des caspases pro-inflammatoires, participant à la sécrétion de 

l’IL-1β et de l’IL-18 (Martinon and Tschopp, 2005; Mariathasan and Monack, 2007; Bangert et 

al., 2011).  

La famille des NLRP comprend 14 membres : NLRP1-NLRP14 (Martinon et al., 2007). 

Parmi la famille des NLRP, le NLRP3 (NALP3 ou Cyropyrin) peut aussi être activé par l’ARN 

bactérien ou par des signaux de danger endogènes tels que l'ATP et les cristaux d’acide urique 

libérés par les cellules mourantes (Martinon et al., 2006). Le NOD1, le NOD2 et les NALP 1-4, 

le NLRP6, le NLRP7, le NLRP10, le NLRP12, les NLRC (NLR family CARD domain-containing 

protein) 3-5 et l'AIM2 (Absent In Melanoma 2) sont fortement exprimés dans les DC 

(Krishnaswamy et al., 2013).  

La Figure 8 représente quelques exemples des inflammasomes présents dans les DC et 

leurs activateurs bactériens ou viraux. 
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Figure 8 : Représentation de certains inflammasomes et de leurs activateurs bactériens ou 
viraux (Vladimer et al., 2013) 

Parmi tous les inflammasomes exprimés par les DC, le NLRP3 est le mieux étudié. Il est 

activé en présence d’un signal de danger détecté par la DC (Krishnaswamy et al., 2013). 

L'activation du NLRP3 implique deux signaux distincts. Le premier signal est médié par les 

TLR activant la voie NFkB pour induire la transcription des gènes codant pour la pro-il1b et le 

nlrp3. Le second signal consiste en l'assemblage de l'inflammasome NLRP3/ASC/pro-caspase-

1 via divers stimuli tels que la productiond'ERO, l'ATP ou les cristaux d'acide urique ou de 

cholestérol (Yin et al., 2013) (Figure 8). 

2.4.2. Apprêtement des antigènes par les DC 

Toutes les cellules nucléées expriment le CMH de classe I. Comme le montre la Figure 9 A, 

les protéines sont fragmentées dans le cytoplasme par le protéasome (un complexe de 

protéines ayant une activité protéolytique) ou par d'autres protéases telles que les 

cathépsines (Villadangos and Schnorrer, 2007; Neefjes et al., 2011). Les fragments sont 

ensuite transportés à travers la membrane du réticulum endoplasmique par des protéines de 

transport appelées TAP (Transportor associated with antigen processing). La synthèse et 

l'assemblage de la chaîne lourde et de la bêta-2-microglobuline (b2m) du CMH de classe I se 

produisent dans le réticulum endoplasmique. Dans le réticulum endoplasmique, la chaîne 

lourde, la b2m du CMH de classe I, et le peptide forment un complexe stable qui sera 



- Introduction - Parite I - 
 

50 
 

transporté à travers le corps de Golgi à la surface cellulaire pour être présenté aux LT CD8+ 

(Neefjes et al., 2011). 

Bien que toutes les cellules nucléées expriment le CMH de classe I, seul un groupe 

restreint de cellules expriment le CMH de classe II. Ce groupe comprend les CPA telles que les 

macrophages, les DC et les Lymphocytes B (LB).  

Comme le montre la Figure 9 B, les protéines exogènes internalisées par endocytose sont 

fragmentées par des protéases dans un endosome. Les chaînes alpha et bêta du CMH de classe 

II, ainsi qu’une chaîne invariante, sont synthétisées, assemblées dans le réticulum 

endoplasmique, et transportées à travers le corps de Golgi pour atteindre l'endosome. A ce 

niveau-là, la chaîne invariante est digérée et le fragment peptidique produit à partir de la 

protéine exogène peut s'associer avec les molécules de classe II du CMH pour former un 

complexe qui est finalement transporté à la surface cellulaire pour être présenté par les LT 

CD4+ (Neefjes et al., 2011).  

Figure 9 : Présentation des antigènes par les DC (Neefjes et al., 2011) 
ERAD, ER-associated protein degradation; TCR, T cell receptor 

En plus de ces deux voies de présentation, les DC peuvent endocyter les Ag exogènes et les 

présenter aux LT CD8+ cytotoxiques via une présentation croisée par les CMH-I (cross-

presentation) selon deux voies connues : la voie cytosolique et la voie vacuolaire. La voie 

cytosolique impliquant le protéasome est la voie prédominante (Joffre et al., 2012) (Figure 

10).  
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Figure 10 : Les voies intracellulaires de la présentation croisée dans les cellules dendritiques 

(Joffre et al., 2012), ER–Golgi intermediate compartment (ERGIC) 

2.4.3. La migration des cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques 
drainants 

A l’état d’homéostasie, peu de DC migrent de la périphérie jusqu’aux ganglions 

lymphatiques drainants (Alvarez et al., 2008). En présence d’un signal de danger, les DC 

passent d’un état immature à un état mature caractérisé par des modifications phénotypiques 

et fonctionnelles conduisant à leur migration vers les organes lymphoïdes secondaires 

(Alvarez et al., 2008). 

Ainsi, dans les ganglions, les DC matures acquièrent la capacité d’activer les LT naïfs et 

perdent alors les fonctions d’endocytose et de phagocytose nécessaires à la capture de l’Ag. 

L’activation des DC est associée à une augmentation de l’expression des molécules de co-

stimulation (CD40, CD80, CD86), de CD83 et du CMH-II (Banchereau et al., 2000). Par ailleurs, 

les DC perdent l’expression de l’E-cadhérine (molécule d’adhésion intercellulaire) et 

produisent des enzymes protéolytiques comme les métalloprotéinases (MMP-2, MMP-9) 

(Forster et al., 2012). 

L’Il-1β et le TNF-α sont deux cytokines indispensables pour la migration des DC (Forster 

et al., 2012). D’autre part, la mobilisation des DC de la périphérie aux ganglions lymphatiques 

est régulée par le récepteur aux chimiokines CCR7. Deux chimiokines se lient à CCR7 : le 
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CCL19 et le CCL21. Le CCL19 exprimée par les zones T des ganglions lymphatiques et est 

produite par les DC interdigitées. Le CCL21 est exprimée par les cellules endothéliales des 

vaisseaux lymphatiques et produite par les cellules stromales. Cette chimiokine permet alors 

à la DC de se diriger vers les ganglions lymphatiques à travers les vaisseaux lymphatiques 

afférents (Luther et al., 2000). 

2.4.4. Rôle des cellules dendritiques dans le contrôle de la réponse 
lymphocytaire 

La fonction caractéristique des DC est leur aptitude à induire l’activation primaire des LT 

naïfs. L’activation des LT nécessite une interaction entre la CPA et le TCR (T-cell receptor). Le 

TCR est la structure de reconnaissance du LT qui se lie spécifiquement à l’Ag (Dustin, 2008). 

Cette interaction entre la DC et le LT a lieu dans les ganglions lymphoïdes secondaires. Le 

signal d’activation du LT est initié par l’interaction du récepteur spécifique du LT, le TCR, avec 

le complexe CMH-peptide antigénique présenté par la DC (signal 1). Ce signal est néanmoins 

insuffisant pour l’activation des LT naïfs. Un deuxième signal de co-stimulation est 

indispensable. Il est délivré par des interactions cellulaires (molécules accessoires et 

d’adhésion) et moléculaires (cytokines) (signal 2). La DC va alors sécréter des cytokines 

nécessaires à l’activation et à la polarisation des LT (signal 3) (Kapsenberg, 2003) (Figure 

11) et jouer un rôle important dans la différenciation des LT naïfs vers une réponse T-helper 

(Th)1, Th2, Th9, Th17 ou Th22 via la libération de cytokines (Akdis et al., 2012) (Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : La synapse immunologique (Kapsenberg, 2003) 
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Figure 12 : Les différentes sous-populations de lymphocytes T 
[Figure modifiée à partir (Akdis et al., 2012)] 

Au cours de cette synapse immunologique qui se crée entre la DC et le LT, des signaux co-

inhibiteurs dits signaux négatifs sont délivrés. Ces signaux ont pour rôle d'éviter l'activation 

excessive des LT, de rétablir une homéostasie cellulaire et de favoriser la tolérance. Ils 

impliquent différentes molécules de co-inhibition exprimées par les LT telles que le CTLA-4 

(cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) et le PD-1 (Program cell death-1) (Jung et Choi 2013).  

CTLA-4 est une glycoprotéine transmembranaire de la superfamille des 

immunoglobulines (Ig). Contrairement au CD28, le CTLA-4 n’est pas constitutivement 

exprimé par le LT naïf mais induit par le LT activé (Das et al., 2013). La molécule CTLA-4 

possède 100 plus d’affinité pour le CD80 et le CD86 que la molécule CD28 (Linsley et al., 

1994). Après la liaison du CD80/CD86 au CTLA-4 et de l'expression de l'IDO, l'activation des 

LT effecteurs par la DC est inhibée orientant ainsi la différenciation en Treg (Munn DH et al., 

2004). Le CTLA possède un motif ITIM (Immnuoreceptor tyrosine inhibitory motif) 

permettant le recrutement des phosphatases SHP (Src homology domain-containing 

phosphatase)-1 et SHP-2. Ces phosphatases déphosphorylent les sous unités CD3 inhibant 

ainsi l’activation et la prolifération du LT (Thaventhiran et al., 2012). 



- Introduction - Parite I - 
 

54 
 

PD-1 est une glycoprotéine induite à la surface des LT activés. Elle est exprimée par 

différentes cellules immunitaires telles que les LT, les Treg, le LB, les DC, les cellules NK, les 

NKT et les monocytes activés. Le ligand PD-L1 (B7-H1) est exprimé par les LT, les LB, les DC, 

les macrophages et les mastocytes tandis que l’expression de PD-L2 (B7-DC) est limitée aux 

DC et aux macrophages (Jung et Choi 2013). La liaison de PD-1 à ses ligands PDL-1 et PDL-2 

inhibe l'activation des LT. De plus, le récepteur PD-1 possède un motif ITIM et un motif ITSIM 

(Immunoreceptor swich motif) qui se lient aux phosphatases SHP-1 et SHP-2 transmettant 

ainsi un signal inhibiteur aux LT caractérisé par une diminution de l'expression de Bcl-xl 

aboutissant à l'apotose (Keir et al., 2008). 

Par ailleurs, il existe des ligands qui sont connus comme des molécules de co-inhibition et 

dont les récepteurs ne sont à ce jour pas connus. Il s'agit des ligands B7-H3, B7-H4 et B7-H5 

(Jung et Choi 2013). 

3. Les lymphocytes T cutanés 

3.1. Les lymphocytes T gd  

Chez l'Homme et la souris, l'épiderme et le derme sont composés de LT exprimant le TCR 

formé de chaînes g et d (Heath and Carbone, 2013). Les LT gd résidents dans l'épiderme murin 

sont connus sous le nom de Dendritic Epidermal T cells (DETC) et expriment le TCR Vγ5Vδ1 

(Macleod and Havran, 2011). Ces Vg5+Vd1+ DETC jouent un rôle important dans la régulation 

de la réponse inflammatoire d'origine allergique (Girardi et al., 2002). 

Les LT gd jouent un rôle important dans l'homéostasie cutanée (Sharp et al., 2005) et la 

cicatrisation cutanée via la production d’IGF-1 (Inulin-like growth factor-1) (Toulon et al., 

2009). 

Cai et al., ont montré que les LT gd dermiques expriment le récepteur de l’IL-23 (IL-23R) 

et le facteur de transcription RORgt (Cai et al., 2011). A l’état d’homéostasie, elles produisent 

constitutivement le facteur de croissance IGF-1 qui joue un rôle dans le maintien de 

l'homéostasie de l'épiderme. En revanche, une fois ces cellules activées au cours d’une 

inflammation telle que le psoriasis, elles produisent des cytokines pro-inflammatoires telles 

que l'IL-17, l'IL-22, l’IFN-g et le TNF-α (Cai et al., 2011; Macleod and Havran, 2011). Les LT gd 

dermiques humains et murins produisent de l’IL-17 suite à une stimulation par l’IL-23, 

cytokine pro-inflammatoire induite au cours de l’inflammation cutanée.  

Les LTgd présents au niveau du derme de sujets atteints de psoriasis produisent des quantités 

massives d’IL-17 (Cai et al., 2011) leur conférant un rôle de défense contre les pathogènes 
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(Macleod and Havran, 2011). En effet, un modèle murin de souris dépourvu en DETC (TCRd-/-

) a permis de montrer que les lésions cutanées développées suite à une infection cutanée par 

le Staphylococcus aureus sont plus importantes que chez des souris contrôles. Ces lésions sont 

caractérisées aussi par un recrutement plus important de polynucléaires neutrophiles (PN) 

au niveau de la peau (Molne et al., 2003).  

3.2. Les Lymphocytes T mémoires  

Suite à un contact cutané avec un antigène, les DC, ainsi activées, sont capables de migrer 

vers les ganglions drainants pour induire une réponse immunitaire primaire spécifique de 

l'antigène. Une prolifération clonale de LT effecteur (TEFF) est alors induite au niveau des 

ganglions. Ces TEFF rejoignent la circulation sanguine dont une partie se différencie en LT 

effecteurs mémoires (TEM) (Islam and Luster, 2012). Ces TEM expriment la molécule CLA 

(cutaneous lymphocyte antigen) (Clark et al., 2006) et les récepteurs de chimiokines tels que 

le CCR10 (Homey et al., 2002), le CCR4 (Campbell et al., 1999) et le CCR8 (McCully et al., 

2012). Les veinules capillaires de la peau expriment le CCL17, l'E-sélectine et le CCL1 qui sont 

les ligands respectifs de CCR4, CLA et CCR8 alors que les cellules épidermales telles que les KC 

expriment le CCL27 et le mCCL8, les ligands respectifs de CCR10 et du CCR8 murin (Islam and 

Luster, 2012) (Figure 13). Ces TEM ont la capacité de circuler entre le sang et les tissus 

périphériques tels que la peau. 

Une autre population de LT mémoires appelées LT résidentes mémoires (TRM) peut aussi 

se retrouver dans les tissus périphériques. Contrairement aux TEM, cette population n'a pas la 

capacité de recirculer (Shin and Iwasaki, 2012). Les LT mémoires seront également décrits 

dans la partie II (c.f page 90). 
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Figure 13 : Les lymphocytes T mémoires dans la peau murine 
[figure modifiée à partir de (Islam and Luster, 2012)] 

3.3. Les Lymphocytes T régulateurs 

En plus de ces deux populations de LT, les LT régulateurs (Treg) représentent 5% à 10% 

des LT résidents dans la peau humaine saine. Ils sont caractérisés par l'expression du CD25, 

du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3), de l'antigène lymphocytaire cutané CLA, 

et du récepteur CCR4 (Figure 14). Au cours d'une inflammation, les Treg sont capables de 

proliférer in situ en présence de l'IL-15 sécrétée par les fibroblastes dermiques activés par le 

TNF-a. Cette cytokine peut être aussi produite par les KC durant une inflammation chronique 

(Clark and Kupper, 2007). Les Treg jouent un rôle important dans la régulation de la réponse 

inflammatoire. Ce rôle des Treg sera largement détaillé dans la partie II (cf. page 97). 
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Figure 14 : Les cellules dendritiques et lymphocytes T cutanés murins [figure modifiée à 
partir de (Heath and Carbone, 2013)] 

4. Les autres cellules de l’immunité cutanée 

4.1. Les kératinocytes  

En plus de leur rôle important dans le maintien de la barrière physique de la peau, les KC 

participent activement à l’immunité innée. Ils représentent 80% des cellules épidermiques. 

Ils sont capables de synthétiser les composants du complément tels que le C3 et le facteur B 

(Pasch et al., 2000; Purwar et al., 2011), des peptides antimicrobiens (PAM) tels que les β-

défensines (HBD-1, HBD-2 et HBD-3), la cathélicidine (LL-37); des cytokines telles que le 

thymic stromal lymphopoietin (TSLP), le tumor necrosis factor (TNF)-α, l'IFN type I, l'IL-1α, 

l'IL-6, et l'IL-18; des chimiokines telles que l'IL-8, le CCL2, le CCL20, le CCL27, le CXCL16, le 

CXCL9 et le CXCL10 et les métabolites de l’acide arachidonique tels que le leucotriène B4, 

l'acide 12-hydroxyeicosatétraénoïque (HETE) et le 15-HETE. Tous ces médiateurs favorisent 

le recrutement de PN et de LT vers la peau (Gutowska-Owsiak and Ogg, 2012). Parmi les PAM 

sécrétés par les KC, certains sont exprimés constitutivement dans les zones les plus 

superficielles de l’épiderme et stockés dans la couche cornée comme la RNAse 7 et la 

psoriasine actives contre l’E. Coli (Doutre, 2009; Bangert et al., 2011). Les KC expriment la 

plupart des TLR à l’exception du TLR7 et TLR8 (Kaplan et al., 2012). A l’état basal, les KC 

produisent peu d’IL-1, d’IL-7 et de TGF-β. Ils synthétisent constitutivement l’IL-1α qui se 

trouve sous sa forme active (Mee et al., 2005; Magcwebeba et al., 2012) tandis que l’IL-1β se 
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trouve sous sa forme inactive (pro-IL-1 β) (Bangert et al., 2011; Magcwebeba et al., 2012). 

Une fois la pro-IL-1 β sécrétée, elle est clivée par la caspase-1 en IL-1β active induisant ainsi 

une réponse inflammatoire cutanée (Mee et al., 2005). Selon les signaux de danger, les KC 

activés produisent et libèrent des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6, le 

TNF-α et l’IL-18 (Stoll et al., 1997), des cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 et le 

TGF-β (Enk and Katz, 1992), des facteurs de croissance pour les LT tels que le GM-CSF, le 

macrophage colony stimulating factor (M-CSF), l’IL-7 et l’IL-15 (Blauvelt et al., 1996) et des 

chimiokines telles que le CCL20 et l’IL-8 (Figure 15). Ils expriment également des molécules 

d’adhésion telles que le CD54 (ICAM-1) qui joue un rôle prépondérant dans le traffic 

lymphocytaire de la peau. Les KC sont également capables d’exprimer le CMH-II ce qui leur 

permet de se comporter comme une CPA dans un contexte inflammatoire (Debenedictis et al., 

2001; Doutre, 2009; Bangert et al., 2011). Du fait de leur abondance dans l’épiderme et de 

leur rôle dans la formation de la barrière cutanée, les KC jouent un rôle crucial dans le 

développement des réactions cutanées d’origine allergique (Van Och et al., 2005; Kaplan et 

al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Les médiateurs secrétés par les KC activant la réponse immunitaire 
 (Gutowska-Owsiak and Ogg, 2012) 
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4.2. Les mastocytes 

Les mastocytes sont des cellules différenciées à partir des précurseurs de la moelle 

osseuse. Ce sont les cellules hématopoïétiques résidant dans la peau. Ils sont généralement 

identifiés par l’expression du récepteur de forte affinité pour les immunoglobulines E (IgE), le 

FcεRI, et le récepteur du facteur des cellules souches (SCF) (Gurish and Austen, 2012). Les 

mastocytes jouent un rôle important dans les réactions allergiques via leur récepteur FcεRI 

favorisant la dégranulation et la libération de médiateurs vasoactifs et pro-inflammatoires 

(Theoharides and Kalogeromitros, 2006). Ainsi, en réponse à une activation médiée par les 

IgE, les mastocytes sécrètent des médiateurs médiateurs préformés et les médiateurs 

néoformés (Theoharides et al., 2012). Les médiateurs préformés comprennent l'histamine, la 

sérotonine, les enzymes protéolytiques telles que l'arylsulfatase, les phospholipases et les 

tryptases; les chimiokines telles que l'IL-8, le monocyte chemotactic protein (MCP)-1, le MCP-

3, le MCP-4 et le RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted); et 

les peptides telles que la substance P et la bradikinine (Theoharides et al., 2012). Cependant, 

les médiateurs néoformés comprennent des cytokines, des facteurs de croissance tels que le 

GM-CSF, le CSF et le VEGF (vascular endothelial growth factor) et les métabolites de l'acide 

arachidonique (le leukotriène B4, le leucotriène C4 et la prostaglandine (PG) D2) (Renoux, 

1997; Theoharides and Kalogeromitros, 2006; Theoharides et al., 2012). 

Les mastocytes sont capables de déclencher une réaction d’hypersensibilité type I suite à 

une libération de ces médiateurs pro-inflammatoires. En réponse à un allergène, la réaction 

d’hypersensibilité type I se caractérise par une dégranulation rapide et immédiate (quelques 

minutes) de médiateurs vasoactifs tels que l’histamine, les protéases, les protéoglycanes et le 

TNF-a (Theoharides et al., 2012). Elle est suivie d’une réponse tardive (2 h à 4 h) caractérisée 

par une sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires. Après leur activation, 

les mastocytes produisent l'IL-5 favorisant ainsi le recrutement et l'activation des 

éosinophiles. Ils induisent également le recrutement des PN par la libération d'IL-8 et de TNF-

a (Bischoff, 2007) (Figure 16). 

Les mastocytes participent aussi à de nombreux types de réactions et maladies 

inflammatoires telles que l’asthme, la dermatite atopique et le psoriasis (Renoux, 1997; 

Theoharides and Kalogeromitros, 2006; Theoharides et al., 2012). 

Le rôle des mastocytes dans l'eczéma allergique de contact sera décrit dans la partie II (cf. 

page 84). 
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Figure 16 : Activation d'un mastocyte par un allergène [figure modifiée à partir de 
[(Bischoff, 2007) et Kumar, 2012), ECF : eosinophil chemotactic factor; NCF : neutrophil chemotactic factor 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

PARTIE II : L'ECZÉMA DE CONTACT
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1. Eczéma allergique de contact ou hypersensibilité cutanée  

En Europe, 15 à 20 % de la population générale souffre d’une maladie allergique. 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) classe l’allergie au quatrième rang des maladies 

chroniques. Cette maladie est considérée comme un problème majeur de Santé publique 

(Peiser et al., 2012). L’allergie, ou réaction d’hypersensibilité, correspond à une réaction 

inappropriée du système immunitaire vis-à-vis d’une substance étrangère (antigène), qui 

n’est pas dangereuse pour la plupart des individus. Les allergies peuvent affecter les yeux, la 

peau et les voies respiratoires. Parmi ces réactions, l’eczéma allergique de contact (EAC) est 

une pathologie cutanée qui peut être causée par le contact d’un agent allergisant avec la peau 

(Kaplan et al., 2012). Les métaux tels que le nickel, retrouvé dans les boutons de jeans, et le 

chrome, les additifs en caoutchouc tels que les carbamates et les mercaptobenzothiazole 

retrouvés dans les gants ou les chaussures; les conservateurs ou autres additifs tels que le 

quaternium-15, l'imidiazolidinyle urée retrouvés dans les produits cosmétiques tels que les 

lotions dermatologiques, les colorants et les médicaments tels que la néomycine et 

l'hydrocortisone peuvent induire des EAC (Habif et al., 2012). 

L’EAC peut être induit par différents voies d’exposition soit par un contact direct soit par 

un contact manuporté ou par un contact aéroporté (Tennstedt, et al., 2012). Le contact direct 

de l’allergène avec la peau induisant un EAC se manifeste par une réaction inflammatoire 

eczémateuse. Cette dernière a lieu à l’endroit où l’agent allergisant est déposé. Pour les 

parfums, la localisation rétroauriculaire est le reflet de ce type de contact (Vigan, 2009). 

Lorsque l’agent allergisant est déposé via les mains sur le visage, il s’agit d’un transfert 

manuporté (Goossens and Lepoittevin, 2003). Cependant, lorsque l’agent allergisant est 

vaporisé en suspension dans l’air, il s’agit alors d’un transfert aéroporté (Goossens and 

Lepoittevin, 2003; Vigan, 2009). Dans ce cas, l'EAC est déclenché sur les zones exposées 

principalement le visage, les paupières, le décolleté, les bras et les jambes. Les lésions sont 

papuleuses et prurigineuses (Fitzpatrick, 2007). Par exemple, le jet du spray qui arrive sur la 

peau peut être considéré comme un contact direct ou aéroporté (Vigan, 2009). 

1.1. Les manifestations cliniques et histologiques de l'eczéma allergique de contact 

L'intensité de l'EAC dépend de la concentration en allergène et de la durée de l'exposition 

à l'agent allergisant. Les lésions primaires sont limitées au site de contact avec le facteur 

déclenchant (Goossens and Lepoittevin, 2003). L'EAC est caractérisé par des vésicules, un 

œdème, un érythème parfois des bulles et souvent un prurit important. Cet aspect clinique se 
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manifestant par une plaque érythémateuse et œdémateuse s’étend rapidement. Très vite elle 

se couvre de papulo-vésicules suintantes, qui peuvent déborder au-delà de la zone 

érythémateuse (Sasseville, 2008). Les poussées de vésicules se succèdent dans le temps et 

donne un aspect polymorphe aux lésions. Après un certain temps, le suintement s’arrête et la 

plaque se couvre de croûtes (Vigan, 2009). Au départ, l'EAC se limite à la zone d'exposition 

directe. Si l'exposition est chronique, l'EAC peut s'étendre au-delà des zones de contact 

direct. Les mains, les avant-bras, et le visage sont les zones les plus couramment affectées par 

l'EAC. Ce dernier peut affecter aussi des zones très limitées de la peau telles que les 

paupières, les lèvres ou le dessus des pieds (Habif et al., 2012). 

L’eczéma de contact est une inflammation auto-limitée dans le temps, qui en l’absence 

de contact ultérieur avec l’allergène régresse spontanément après 7 à 10 jours. La 

guérison se fait sans cicatrice. Suite à la persistance de l’allergène, l’eczéma peut devenir 

chronique. Les plaques prennent alors un aspect lichenifié et pigmenté avec un prurit 

intense. Dans ce dernier cas, l’éviction conduit rarement à la guérison à cause de l’ancienneté 

du prurit (Tennstedt et al., 2012). 

Les signes histologiques de l’eczéma de contact se caractérisent par un œdème et une 

vésiculation épidermique avec un épaississement de la peau due à une prolifération exagérée 

des cellules épidermiques appelée acanthose et une kératinisation anormale appelée 

parakératose.  

Dans le cas d’un eczéma aigu, les altérations épidermiques sont plus prononcées et 

consistent principalement en une spongiose et une exocytose (Figure 17) (Jullien and Faure, 

2000; Vigan, 2009) ; Fitzpatrick, 2007). La spongiose est un œdème intra-épidermique 

dissociant les KC les uns des autres et aboutissant à la formation de vésicules. Les zones 

spongiotiques contiennent des cellules inflammatoires mononuclées, il s’agit de l’exocytose. 

La couche cornée devient parakératosique. Les altérations dermiques consistent en une 

vasodilatation un œdème surtout superficiel et des infiltrats mononuclés périvasculaire, 

essentiellement lymphocytaire migrant vers le derme (Aractingi et al., 2012). 
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Figure 17 : Histopathologie de l’eczéma allergique de contact  
(Saint-Mezard et al., 2004) 

Par ailleurs, l’eczéma chronique est caractérisé par une acanthose marquée avec des 

allongements interpapillaires. L’épiderme devient résistant, imperméable et une 

parakératose se développe. La spongiose est plus discrète, les vésicules sont absentes ou très 

peu nombreuses. L’exocytose est peu marquée. Le derme est le siège d’un infiltrat 

inflammatoire périvasculaire superficiel à prédominance lymphocytaire (LT CD4+) (Krasteva 

et al., 1999). 

La durée des lésions varie selon les sujets, régressant en 1 à 2 semaines. L'EAC a tendance 

à s'aggraver tant que le contact avec l'allergène persiste. Ainsi l'évolution de l'EAC aigu se 

caractérise par l'érythème suivi par la formation de papules, de vésicules, d'érosions, de 

croûtes et fini par une desquamation. Quant à celle de l'EAC chronique, elle se caractérise par 

l'apparition de papules, d'une desquamation puis d'une lichénification et finie par une plaie et 

une croûte. Une lichénification est un épaississement de l'épiderme avec accentuation des 

lignes cutanées de disposition parallèle (Fitzpatrick, 2007).  

Les différentes lésions cutanées observées lors d'un EAC sont illustrées dans le Tableau 5. 
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Tableau 5 : Les différentes lésions cutanées qui peuvent être observées au cours d'un eczéma 
de contact allergique (Fitzpatrick, 2007) 

 

Type de lésions cutanées  Définition 

Macule 

 

Tache non palpable de taille et de couleur variables  

Papule 

 

Lésion superficielle, palpable de taille en général 
inférieur à 5 mm 

Plaque  

 

Lésion en relief, de surface étendue par rapport à son 
épaisseur 

Vésicule 

 

Cavité superficielle surélevée, de taille inférieure à 5 
mm, bien limitée, contenant du sérum 

Bulle  

 

Cavité superficielle surélevée, de taille supérieure à 5 
mm, bien limitée, contenant du sérum 

Pustule  

 

Cavité superficielle bien limitée contenant un exsudat 
purulent 

Erosion 

 

Perte de la couche de cellules superficielles cutanées 
n'atteignant pas le derme et guérissant sans cicatrice. Il 

s'agit d'une zone bien limitée, érythémateuse et 
suintante. 

Plaie ou ulcère 

 

Perte de substance s'étendant au derme et parfois à 
l'hypoderme et guérissant avec une cicatrice. 

Lichénification  

 

Plaque de grande taille due à l'épaississement de la 
peau et une accentuation des stries 

Squame 

 

Résidus de la couche cornée, de petite ou grande taille 
dus à un renouvellement cellulaire accru de la couche 

cornée 

Croûte 

 

Constituant sec formé à partir d'exsudat (sang, sérum, 
ou pus) à la surface de la peau 
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1.2. Le diagnostic et les tests utilisés 

1.2.1. Le diagnostic  

Le diagnostic de l’EAC repose sur le déclenchement des lésions inflammatoires sur le site 

de contact après exposition avec l’agent allergisant. Afin de caractériser cette allergie, deux 

types de diagnostic existent : le diagnostic étiologique et le diagnostic différentiel (Usatine 

and Riojas, 2010). 

 Le diagnostic étiologique commence par un interrogatoire pour déterminer les contacts 

possibles et permet alors d’établir la liste des produits et des objets en contact avec ce site 

(Vigan 2009). La prise des médicaments, l’utilisation des produits d’hygiène et des produits 

cosmétiques et sur l'exposition professionnelle avec l'agent allergisant sont documentés 

pendant l’interrogatoire (Aractingi et al., 2012). De plus, ce diagnostic permet de préciser la 

chronologie de la survenue des manifestations cliniques et d’orienter vers les tests épicutanés 

appelés aussi ʺpatch tests".  

Cependant, une autre forme de dermatite existe, il s'agit de la dermatite irritative. Elle est 

provoquée par une exposition répétée d'agents irritants. Elle est surtout fréquente sur les 

mains et ne nécessite pas l’intervention de mécanismes immunologiques spécifiques.  

La dermatite irritative est caractérisée par des lésions qui apparaissent dans les 

premières heures qui suivent le premier contact avec l'agent irritant et sont strictement 

limitées à la zone où il a été appliqué. L’aspect est souvent érythémateux. La sensation est 

plus cuisante que prurigineuse. La répétition de l’agression conduit à une dermatite d’usure 

avec un aspect rugueux et crevassé. Le fait d’arrêter d’être en contact avec le produit irritant 

entraîne une guérison progressive. Les tests épicutanés sont négatifs et l’histologie montre 

des altérations au niveau de l’épiderme. L’altération de la barrière cutanée peut favoriser la 

pénétration des allergènes et peut conduire à un eczéma de contact (Jullien and Faure, 2000; 

Nosbaum et al., 2009). Afin de la différencier de l'EAC, le diagnostic différentiel est utilisé 

(Tableau 6) (Aractingi et al., 2012). 
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Eczéma de contact Dermatite irritative 

Epidémiologie 
Atteint quelques sujets en contact 

avec le produit 
Atteint la majorité des sujets en 

contact avec le produit 

Symptomatologie Prurit Brûlure 

Délai d’apparition 
Sensibilisation préalable puis 

déclenchement 24h-48h après une 
nouvelle exposition avec l’allergène 

Rapide, de quelques minutes à 
quelques heures après l’exposition 

avec l’allergène 

Lésions cutanées Bords émiettés Bords nets 

Histologie Spongiose, exocytose Nécrose épidermique 

Tests épicutanés Positifs ou lésion d’eczéma Négatifs ou lésion d’irritation 

Tableau 6 : Diagnostic différentiel entre l’eczéma de contact et la dermatite irritative 
(Nosbaum et al., 2009; Aractingi et al., 2012) 

Le diagnostic différentiel peut également consister à différencier entre les divers types 

de dermatoses et d'eczémas qui peuvent exister. Ces dermatoses et eczémas, provoqués ni 

par des agents irritants, ni par des agents allergisants, comprennent la dermatite atopique; la 

dermatite séborrhéique; le psoriasis; et la dysidrose ou l'eczéma dysidrosique. La dermatite 

atopique se caractérise par une réaction inflammatoire chronique accompagnée d’une 

sécheresse et d'un prurit cutanés (Nicolas et al., 2005). La dermatite séborrhéique est une 

dermatose érythématosquameuse chronique très fréquente touchant les zones séborrhéiques 

du corps telles que le visage et le cuir chevelu. Le psoriasis est une dermatose héréditaire 

caractérisée par des papules et des plaques squameuses, récidivantes et chroniques. La 

dysidrose se caractérise principalement par des vésicules très prurigineuses et dures des 

faces latérales des doigts des mains ou des pieds. Elle est idiopathique et s’accompagne 

parfois de lésions palmo-plantaires (Aractingi et al., 2012). 

1.2.2. Les tests 

Afin d'identifier la substance à l'origine de l'EAC, plusieurs types de tests existent. Parmi 

ces tests, les tests épicutanés et les tests d’application ouvert itératif (ROAT, repeated open 

application test) sont utilisés (Tennstedt et al., 2012). 

Les tests épicutanés sont réalisés à distance de la réaction inflammatoire, en l’absence de 

lésions cutanées chez le patient. En général, les patch tests s’effectuent au niveau du dos 

(Figure 18) (Jullien and Faure, 2000). Ces tests cherchent à reproduire la lésion de manière 
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expérimentale sur une zone limitée avec une molécule parfaitement définie. Ils sont appliqués 

sur la peau saine du dos avec une série de molécules sous occlusion pendant 48 h. La lecture 

est effectuée à 48 h et elle est suivie d’une seconde lecture à 72 h. En fonction des réactions 

observées, le test est dit positif ou négatif (Figure 19) (Lachapelle and Maiback 2009). 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Tests épicutanés ou patch tests (Aractingi et al., 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Les différentes réactions observées suite à un patch test  
(Tennstedt et al., 2012) 

Par ailleurs, les tests ouverts répétitifs ou "repeated open application test" (ROAT) 

sont également utilisés dans le diagnostic de l’EAC. Ces tests consistent à appliquer le produit 

à tester deux ou trois fois par jour au niveau du pli du coude ou de l'avant-bras, et ce pendant 

au moins une semaine (Goossens, 2006).  
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1.3. Le traitement   

Après identification de l’agent de contact en cause de l’allergie, l’éviction de l’agent est 

l'élément clef du traitement. Cependant, le traitement doit être commencé même en l'absence 

de cause non identifiée.  

Le traitement consiste à traiter les symptômes de la réaction inflammatoire cutanée 

causée par l’agent de contact. Il repose dans un premier temps par un traitement aux 

corticoïdes topiques sous forme de pommade ou gel deux fois par jour pendant une à deux 

semaines et dans un second temps par l’utilisation d’émollients gras (Sasseville, 2008). Tous 

les hydratants, lotions et produits topiques doivent être arrêtés excepté la vaseline pure 

utilisée si nécessaire sur les zones sèches de la peau (Habif et al., 2012). 

A la phase aiguë suintante de l’EAC, les corticoïdes puissants sont utilisés sous forme de 

lotion ou de crème servant à diminuer l’inflammation (Duteau, 2006). Au cours de cette phase 

suintante, les crèmes émollientes grasses ne sont pas utilisées. Lorsque la lésion cutanée 

devient sèche, les corticoïdes sous forme de pommades associés à des émollients gras tels que 

le Cerat frais de Galien ou le cold cream sont utilisés (Imbesi et al., 2011). L’amélioration 

conduit à diminuer progressivement l’utilisation des corticoïdes et à la remplacer par celle 

des émollients gras. Si l’EAC devient répandu et sévère à cause d'une surinfection, des 

corticoïdes systémiques doivent être utilisés pour une courte durée (3 à 7 jours) (Saint-

Mezard et al., 2004; Imbesi et al., 2011). En parallèle, la surinfection de la lésion cutanée 

nécessite une antibiothérapie générale active contre les bactéries Gram+ surtout contre le 

Staphylococcus aureus telle que la pristinamycine (Pyostacine®) et l’amoxicilline associée à 

l’acide clavulanique (Augmentin®) (Aractingi et al., 2012).  

2. Les molécules chimiques allergisantes  

2.1. Caractéristiques physico-chimiques des molécules chimiques allergisantes 

Les molécules chimiques allergisantes sont caractérisées par un faible poids moléculaire 

(PM) inférieur à 500 Daltons et sont appelées "haptènes" (Lepoittevin, 2006). Le terme 

"haptène" a été défini pour la première fois par Landsteiner et Jacobs en 1935 (Landsteiner 

and Jacobs, 1935). Pour acquérir un pouvoir sensibilisant, la molécule doit se lier avec les 

acides aminés nucléophiles des protéines cutanées pour former un complexe haptène-

protéine immunogène (Lepoittevin, 2006). Ce complexe immunogène est capable de 

déclencher une réponse immunitaire (Divkovic et al., 2005). 
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Une fois ce complexe haptène-protéine formé, il est alors pris en charge par les CPA et 

présenté aux cellules T engendrant une réponse immunitaire à médiation cellulaire et 

spécifique de l’haptène telle que l'EAC (Kaplan et al., 2012). L’interaction entre l’haptène et la 

protéine se fait soit par la formation de liaisons covalentes soit par des liaisons de 

coordination.  

2.1.1. Les liaisons covalentes  

Les liaisons covalentes sont des liaisons très stables et peuvent se former par un 

mécanisme à deux électrons pour les réactions de type nucléophile (donneur d'électron)-

électrophile (receveur d'électron). Un mécanisme de type radicalaire lorsque les espèces 

impliquées génèrent des intermédiaires réactifs à un électron est également envisageable 

(Aptula et al., 2007) (Figure 20).  

Figure 20 : Les liaisons covalentes (Aptula et al., 2007) 

Les protéines comportent de nombreux résidus riches en électrons, en particulier au 

niveau des chaînes latérales des acides aminés contenant des atomes nucléophiles tels que 

l’azote, l’oxygène et le soufre (Lepoittevin and Cribier, 1998). La liaison covalente se fait 

entre les groupements nucléophiles des protéines tels que les groupements thiols (-SH) de 

la cystéine ou amines (-NH2) de la lysine et les haptènes (Divkovic et al., 2005). Les acides 

aminés tels que la méthionine, la tyrosine et l’histidine possèdent aussi des propriétés 

nucléophiles (Karlberg et al., 2008) (Figure 21 et Tableau 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Les principaux acides aminés nucléophiles susceptibles de réagir avec les 
haptènes (Lepoittevin and Cribier, 1998). 
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Tableau 7 : Fonctions chimiques électrophiles des haptènes et les mécanismes de réactions 

associés en présence d’un nucléophile (Nu) (Lepoittevin and Cribier, 1998) 

2.1.2. Les liaisons de coordination 

Les liaisons de coordination sont des liaisons faibles. Elles s’effectuent avec 

certains ligands électrophiles des protéines tels que l’azote, l’oxygène ou le soufre (Basketter 

et al., 1995). Elles sont fréquemment retrouvées dans le cas des métaux. Ces liaisons sont 

réversibles (Thierse et al., 2005).  

Les métaux tels que le nickel (Ni), le chrome (Cr), le cobalt (Co), le béryllium, le platine et 

l’or sont capables d'effectuer des liaisons de coordination (Chipinda et al., 2011). Ces liaisons 

sont suffisamment stables pour être pris en charge par le système immunitaire (Thierse et al., 

2005). Le Ni sous sa forme Ni2+ forme un complexe en plan carré avec quatre ligands alors 

que le cobalt Co2+ forme un tétraèdre et le chrome Cr2+ forme un tétraèdre (Basketter et al., 

1995) (Figure 22). Le Ni interagit principalement avec des histidines, en particulier celles de 
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certaines molécules du CMH de classe II permettant ainsi une différenciation de LT spécifique 

du Ni (Romagnoli et al., 1991; Thierse et al., 2004; Thierse et al., 2005).  

 
Figure 22 : Exemples de liaisons de coordination effectuées par les métaux 

(Basketter et al., 1995) (L : ligand) 

2.2. Les différents types d’haptènes  

Les haptènes peuvent être classés en trois catégories selon leur réactivité chimique : les 

haptènes vrais, les pro-haptènes et les pré-haptènes (Figure 23). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 23 : Les différentes catégories d’haptènes (Kaplan et al., 2012) 

2.2.1. Les haptènes vrais 

Les haptènes vrais sont souvent des molécules électrophiles ayant une réactivité 

intrinsèque et capables d'induire un EAC en se liant covalemment avec les protéines de la 

peau (Divkovic et al., 2005). La majorité des haptènes tels que le DNFB, le 2,4-

dinitrochlorobenzène (DNCB) (Figure 24), l’héxylcinnamaldéhyde (HCA) et la pénicilline 

interagissent de façon covalente avec des résidus nucléophiles des protéines (Aptula et al., 

2007) comme déjà décrit dans le paragraphe 2.1.1.  

 

 

 

Figure 24 : Interaction du DNCB avec les résidus nucléophile des protéines  
(Aleksic et al., 2007), P : protéine – Nu : nucléophile 
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2.2.2. Les pro-haptènes  

Il s’agit de molécules ne présentant pas de réactivité intrinsèque et ne pouvant pas se fixer 

aux protéines quand elles pénètrent la peau (Divkovic et al., 2005). Elles nécessitent une 

biotransformation par les enzymes de métabolisation aboutissant à des métabolites réactifs. 

En effet, les processus de détoxication, impliquant les isoenzymes de la superfamille des 

cytochromes P (CYP)-450, les monoxygénases, les estérases, les époxydes hydrolases, les 

transférases ou les réductases, peuvent dans certains cas être responsables de la formation de 

nouvelles espèces chimiques très réactives (Divkovic et al., 2005). L’alcool cinnamique est un 

exemple de pro-haptène. En effet, l’alcool cinnamique doit être oxydé in vivo avant de devenir 

l’aldéhyde cinnamique, très réactif vis-à-vis des résidus nucléophiles (Figure 25) (Smith et 

al., 2000).  

 

 

 

 
Figure 25 : Oxydation de l’alcool cinnamique en aldéhyde cinnamique 

(Smith et al., 2000) 

Un autre exemple de pro-haptène est l’urushiol ou le pentadecylcatéchol qui appartient à 

la famille des catéchols et il est présent dans le poison ivy ou Rhus radicans (Figure 23 et 

Figure 26) (Kaplan et al., 2012). 

Figure 26 : Addition d’une protéine nucléophile sur une orthoquinone dérivée d’un catéchol 
D’après Smith C. & Hotchkiss S., Allergic contact dermatitis, 2001 

2.2.3. Les pré-haptènes 

Le terme de pré-haptène a été introduit par Lepoittevin en 2006 (Lepoittevin, 2006). Il 

s'agit de molécules non réactives transformées par des mécanismes non enzymatiques en 

dérivés radicalaires très réactifs (époxydes, hydroperoxydes). A titre d’exemple simple, de 
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nombreux terpènes non sensibilisants comme le d-limonène, présents dans les agrumes, 

peuvent donner des hydropéroxydes sensibilisants après oxydation par l’air (Figure 27) 

(Divkovic et al., 2005). 

 

 

 

Figure 27 : Auto oxydation à l’air du d-limonène (Divkovic et al., 2005) 

Un autre exemple est le cas de la para-phénylènediamine (pPD), utilisée comme 

ingrédient dans la composition de colorants comme les teintures capillaires, les colorants 

pour textiles et les colorants incorporés dans les caoutchoucs. La pPD est très rapidement 

oxydée à l’air favorisant ainsi la formation d’un ensemble de molécules réactives 

(Lepoittevin, 2006; Aptula et al., 2007) (Figure 28). 

 

 

Figure 28 : Produits d’oxydation de la para-phénylènediamine 
(Lepoittevin, 2006; Aptula et al., 2007)  

2.3. Pénétration des haptènes à travers la peau 

La peau constitue l’organe le plus important en contact avec le milieu extérieur (Milpied-

Homsi et al., 2009). Sa fonction de "barrière" vis-à-vis de l’environnement n’est pourtant pas 

absolue. Son degré de perméabilité varie en fonction de son état physiologique et des 

propriétés physicochimiques des composés et des adjuvants utilisés lors de leur application 

sur la peau (Milpied-Homsi et al., 2009). Ainsi, toute altération de la couche cornée de 

l’épiderme s’accompagne d’une augmentation de la pénétration des substances exogènes 

(Honda et al., 2013). Le vieillissement cutané qui se traduit par une sécheresse et une 

diminution de l’épaisseur de la peau entraînent une baisse d’efficacité de la "fonction 

barrière" de la peau (Roskos and Maibach, 1992; Garg et al., 2001). Cette fonction de barrière 
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assurée par la peau empêche l’entrée des pathogènes dans l’organisme (Milpied-Homsi et al., 

2009). La première ligne de défense est assurée par la couche cornée. Au niveau de cette 

couche, la fillagrine, une protéine se trouvant au niveau de l’épiderme joue un rôle essentiel 

dans cette fonction de barrière (Honda et al., 2013). L’absence de fillagrine constitue un 

facteur prédisposant de la dermatite atopique (Palmer et al., 2006). Cependant aucune 

relation entre fillagrine et EAC n’a été montrée (Lerbaek et al., 2007; Schnuch et al., 2011).  

Par ailleurs, les jonctions serrées, se trouvant au niveau de la couche granuleuse, agissent 

comme une seconde barrière pour empêcher la pénétration des allergènes à travers la peau. 

Ces jonctions sont composées de diverses protéines telles que les claudines et les occludines 

au niveau de la couche granuleuse de l’épiderme (Honda et al., 2013).  

Enfin, les haptènes, grâce à leur faible PM, peuvent pénétrer à travers la peau par deux 

voies distinctes (Figure 29) : la voie transépidermique et la voie des annexes cutanés tels que 

les follicules pilo-sébacés et les glandes sudoripares (Milpied-Homsi et al., 2009). La 

substance peut diffuser par passage transcellulaire direct ou circuler entre les cellules. La 

vitesse de diffusion est alors très différente car le trajet intercellulaire est beaucoup plus long. 

Les molécules de très petite taille ont également la possibilité de pénétrer en passant par les 

glandes sudoripares ou par les follicules pilo-sébacés. Ceci leur permet d’éviter la couche 

lipidique cutanée et donc de pénétrer plus rapidement (Schaefer and Lademann, 2001). 

Figure 29 : Voies de pénétration empruntées par les molécules exogènes pour pénétrer dans 

l’épiderme. 

D’après Smith C. & Hotchkiss S., Allergic contact dermatitis, 2001 
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Dans la majorité des cas, les deux voies sont impliquées dans la pénétration des molécules 

à travers la peau (Milpied-Homsi et al., 2009).  

La faible poids moléculaire et la lipophilie des haptènes sont les deux paramètres 

favorisant la pénétration rapide à travers l’épiderme. Les composés ionisés passent 

généralement difficilement à travers l’épiderme (Lepoittevin, 2006).  

3. Les mécanismes cellulaires de l’eczéma allergique de contact 

L’EAC est caractérisé par une réaction inflammatoire cutanée médiée par les LT (Krasteva 

et al., 1999). Ainsi, la réaction immunopathologique de l’EAC se déroule en deux temps. La 

première phase est la sensibilisation de l’individu à l’haptène appelée phase de 

sensibilisation. Celle-ci est cliniquement muette et sera suivie par une phase de révélation ou 

d’élicitation lors d’une réexposition au même haptène ou à un haptène de structure chimique 

analogue (Vocanson et al., 2006).  

Lors de l’application de l’haptène sur la peau, celui-ci va traverser la couche cornée et va 

interagir avec les protéines présentes dans l’épiderme. Ce complexe haptène-protéine devient 

immunogène et il est donc capturé par les différentes DC de la peau (LC et les DDC) (Kaplan et 

al., 2008; Honda et al., 2013).  

Les DC activées migrent jusqu’aux ganglions lymphatiques drainants où elles présentent 

les peptides hapténisés aux lymphocytes T naïfs (Figure 30). La migration survient suite à la 

production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires sécrétées par les KC et les 

cellules cutanées. Parmi ces cytokines, l’IL-1β et le TNF-α participent à la maturation et à la 

migration des LC vers les ganglions lymphatiques (Cumberbatch et al., 1997a). Une fois dans 

les ganglions, les LT exprimant les TCR spécifiques des peptides hapténisés sont activés 

induisant la prolifération de LT CD4+ et CD8+ spécifiques de l’haptène (Vocanson et al., 2009).  

Les LT CD8+ rejoignent le tissu cutané par la circulation sanguine. Ces LT CD8+ migrent 

vers la peau grâce à l'expression de marqueurs associés au recrutement cutané telle que la 

molécule CLA et le récepteur de chimiokines CCR4 (Campbell et al., 1999; Santamaria-Babi, 

2004). Au cours de cette phase, les LT C8+ se différencient en LT CD8+ mémoires dont une 

partie est recrutées au niveau de la peau. Lors d’une ré-application cutanée de l’haptène, les 

peptides hapténisés sont directement présentés par les DC aux LT mémoires. Il s’ensuit une 

réaction inflammatoire ; c’est la phase de révélation de l’eczéma de contact (Honda et al., 

2013).  
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Figure 30 : Mécanisme cellulaire de l’eczéma de contact (figure modifiée d’après 
(Saint-Mezard et al., 2004) 

3.1. La phase de sensibilisation de l'eczéma allergique de contact 

Cette phase concerne uniquement les individus exposés pour la première fois à l’haptène. 

Elle dure 10 à 15 jours chez l’homme et 5 jours chez la souris. Elle aboutit à la production de 

LT mémoires spécifiques de l’haptène qui migrent ensuite dans la peau (Vocanson et al., 

2009).  

3.1.1. Rôle des cellules dendritiques 

Au vue de la littérature, parmi les cinq populations de DC cutanées [partie I (cf. page 6)], 

les LC et les DDC sont majoritairement impliquées dans l'EAC. 

S Activation des cellules dendritiques  

En présence d'un haptène, les DC activées induisent le déclenchement de la phase de 

sensibilisation. Cette activation des DC peut être soit directe par les haptènes soit indirecte 

par la reconnaissance des DAMP ou des PAMP via les TLR ou les NLR (Honda et al., 2013). 
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§ Activation indirecte via les TLR ou les NLR 

Parmi les TLR, le TLR2 et le TLR4 jouent un rôle important dans l'induction de l'HSC en 

réponse au TNCB. Ainsi, les souris doublement déficientes pour les gènes codant pour tlr2 et 

tlr4 ne développent pas de réaction d'HSC en présence du TNCB (Martin et al., 2008).  

Par ailleurs, le nickel, connu pour être une des causes les plus fréquentes de l'EAC chez 

l'Homme, est un activateur sélectif du TLR4 humain. Il a été montré que les trois résidus His 

reconnus par le TLR4 chez l’homme différaient de ceux de la souris et justifie ainsi 

l’incapacité du nickel à induire une HSC chez la souris (Schmidt et al., 2010) (Figure 31). 

 

Figure 31 : Activation des cellules dendritiques par les molécules allergisantes (haptènes et 
nickel) (Honda et al., 2013) 

L'activation indirecte des DC se caractérise aussi par la capacité des haptènes à activer les 

KC d'une manière dépendante des récepteurs NLR (Honda et al., 2013). Parmi ces NLR, le 

NLRP3 contrôle la production de cytokines pro-inflammatoires, l'IL-1b et l'IL-18, via 

l'activation de la caspase-1 (Sutterwala et al., 2006; Antonopoulos et al., 2008). Les études 

utilisant des modèles de souris déficientes pour le gène codant pour le nlrp3 ou pour sa 

protéine adaptatrice 'apoptosis-associated speck-like protein' (asc) ont montré une inhibition 

de la production d'IL-1b et d'IL-18 par les KC en réponse au TNCB ou au DNFB (Watanabe et 

al., 2007a; Watanabe et al., 2008). Les souris il-18-/- sensibilisées au DNFB ou à l'oxazolone 

montrent une diminution de la réponse inflammatoire d'origine allergique par rapport aux 
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souris sauvages car l’IL-18 est une cytokine jouant un rôle dans la migration des DC 

(Antonopoulos et al., 2008).  

§ Activation directe via les ERO, l'ATP ou le récepteur P2X7 

La DC peut être aussi activée via la production d’ERO induite en réponse à des molécules 

allergisantes. Ainsi, le TNCB induit la dégradation de l'acide hyaluronique (HA), un composant 

de la matrice extracellulaire, via la production d'ERO par les DC (Esser et al., 2012). 

L'inhibition de la dégradation de l'HA par l'inhibiteur pep-1 (Martin et al., 2008) ou par 

l'acide aristolochique, un inhibiteur de l'activité hyaluronidase (Esser et al., 2012), réduit la 

réponse d'HSC en réponse au TNCB (Martin et al., 2008; Esser et al., 2012). 

Les voies impliquant l'adénosine triphosphate (ATP) et le récepteur prurinergique 

(P2X7) participent aussi à l'activation de l'inflammasome NLRP3 par les haptènes. L'ATP est 

un nucléotide intracellulaire relargué par les cellules en stress (inflammation, hypoxie, 

trauma) ou les cellules mourantes (Martin et al., 2011). L’ATP extracellulaire est reconnu par 

des récepteurs purinergiques tels que les récepteurs P2X qui sont des protéines 

transmembranaires capables de former des canaux ioniques (Surprenant and North, 2009). 

Après fixation du ligand, le récepteur P2X7 (P2X7R) ouvre un canal cationique qui entraîne 

un influx de Ca2+ et Na+ et un efflux de K+ (Surprenant and North, 2009). Martinon et al., ont 

montré que l'activation de l'inflammasome NLRP3 est médié par le ligand P2X7 via un efflux 

de K+ (Martinon et al., 2009). Chez les souris déficientes pour le gène codant pour p2x7, 

aucune réaction d'HSC n'a été observée en réponse au TNCB ou à l'oxazolone (Weber et al., 

2010). Ces deux molécules sont capables de produire de l'ATP dans les cellules cutanées de 

souris sensibilisées contrairement aux souris contrôles (Martin et al., 2011). Cependant 

l’absence de ligand et par conséquent de signalisation ATP/P2X7R n'active pas le NLRP3 

(Weber et al., 2010). Par ailleurs, les souris déficientes pour le gène codant pour nlrp12 

montrent un défaut de migration des DC dans les ganglions lymphatiques drainants et une 

réduction de l'infiltrat de PN au niveau de la peau. Ceci se traduit par une forte diminution de 

la réponse d'HSC en réponse à l'oxazolone ou à la fluorescéine isothiocyanate (FITC) (Arthur 

et al., 2010). 

S Migration des cellules dendritiques   

La migration des DC requiert plusieurs phénomènes. La diminution de l’expression de 

certaines molécules d’adhésion telles que l’E-cadhérine conduit au détachement des DC des 
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KC (Jakob and Udey, 1998). Au cours de la migration de l’épiderme vers les ganglions 

lymphatiques, les LC et les DC acquièrent de nouvelles molécules d’adhésion à leur surface 

leur permettant ainsi de se fixer sur les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques. 

L’expression membranaire du CD54 (Ozawa et al., 1996), de l’α6 intégrine (Price et al., 1997) 

et du CD44 (Osada et al., 1995) semble être essentielle à la migration des DC. En effet, chez les 

souris déficientes en cd54, l’application cutanée du DNFB induit une réaction inflammatoire 

beaucoup plus faible que chez les souris sauvages (Sligh et al., 1993). La neutralisation du 

CD54 (Ma et al., 1994) ou de son ligand, LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen-1) 

(Xu et al., 2001), inhibe la migration des DC vers les ganglions lymphatiques en réponse au 

FITC. Les souris déficientes en cd54 ou en l-selectine montrent une réduction significative des 

LT CD4+ et CD8+ recrutés au niveau de peau enflammée par rapport aux souris sauvages 

(Ogawa et al., 2010).  

Les métalloprotéases matricielles (MMP) constituent une famille de protéases 

comprenant les collagénases et les gélatinases participant également à la migration des 

cellules (Salmi and Jalkanen, 2005) et jouent un rôle important dans la migration des DC 

(Martin-Fontecha et al., 2009). Les MMP sont exprimées à la surface des cellules immunitaires 

telles que les LC et les DC permettant une protéolyse facilitant la migration de ces DC vers les 

ganglions lymphatiques (Murphy and Gavrilovic, 1999). Les MMP dégradent les composants 

de la matrice extracellulaire tels que le collagène, permettant à la LC de se détacher de la 

membrane basale (Verma and Hansch, 2007; Martin-Fontecha et al., 2009). Parmi les MMP, la 

MMP-2 et la MMP-9 sont les principales impliquées dans la dégradation du collagène. MMP-9 

(gélatinase B) est sécrétée sous forme d'une pro-enzyme inactive (pro-MMP-9) par différents 

types cellulaires tels que les macrophages, les monocytes et les DC activés. La pro-MMP-9 est 

ensuite clivée par d'autres MMP telles que la MMP-2 (gélatinase A), la MMP-3 (stromelysine-

1) et la MMP-13 (collagénase 3) et peut agir à la fois comme une protéase sécrétée ou une 

protéase membranaire (Van den Steen et al., 2002). Par ailleurs, la MMP-9, exprimée au 

niveau des LC épidermales, est induite par les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-1b) 

(Saren et al., 1996).  

Le traitement des LC épidermales par une molécule allergisante telle que le DNCB, le 

TNCB ou le DNFB induit une expression protéique de la MMP-9 ainsi qu'une libération de 

cette protéase dans le surnageant de ces cellules (Kobayashi, 1997). Cette étude a ainsi 

montré que les MMP semblent essentielles dans l'induction de l'HSC. Une autre étude a 

montré que l’inhibition spécifique des MMP réprime la migration induite par le nickel (Lebre 
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et al., 1999). Wang et al., ont montré que les souris déficientes en mmp-3 ne développent pas 

de réaction d’HSC en réponse au DNFB (Wang et al., 1999). D’autres équipes en utilisant des 

Ac anti-MMP-9 ou des inhibiteurs spécifiques, ont mis en évidence l’importance de la MMP-9 

dans l’initiation des réactions d’HSC induites par différents haptènes tels que l’oxazolone, le 

DNFB, le DNTB et la Rhodamine B, chez la souris mais également dans la migration de DC 

provenant d’explants de peau murine ou humaine (Kobayashi et al., 1999; Ratzinger et al., 

2002). Par conséquent, la MMP-9 tout comme la MMP-2 et la MMP-3, sont impliquées dans 

l’initiation de l’HSC en participant à l’induction de la migration des LC et des DC. 

Les chimiokines et leurs récepteurs jouent également un rôle important dans la réaction 

d’HSC, en contrôlant la migration des DC. Les DC ayant migrées de la peau vers les ganglions 

expriment le récepteur CCR7 (Yanagihara et al., 1998). Deux chimiokines se lient à CCR7, le 

CCL21 et le CCL19. Ainsi, les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques sécrètent le 

ligand de CCR7, le CCL21 exprimé par les veinules endothéliales à l'entrée des ganglions 

lymphatiques (HEV) (Saeki et al., 1999). Il a été montré que les souris déficientes en ccr7 ne 

développent pas de réactions d’HSC en réponse au FITC (Forster et al., 1999). De même, la 

neutralisation de CCL21, avant la sensibilisation des souris par le DNFB, l’oxazolone ou le 

FITC, inhibe la réaction d’HSC (Engeman et al., 2000). Ainsi, le couple CCR7/CCL21 est 

essentiel quant à la migration des DC et à l’induction de la réponse HSC. L’autre ligand du 

CCR7, le CCL19 (MIP-3β), est exprimé au niveau du paracortex du ganglion et guide les LC et 

les DC vers les ganglions lymphatiques (Wang et al., 2003). Ainsi, les interactions entre le 

CCL21, le CCL19 et le CCR7 sont importantes pour la migration des DC au cours de la phase de 

sensibilisation (Figure 32). 
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Figure 32 : Rôle des cytokines et chimiokines dans la migration des DC [figure modifiée 
d'après (Christensen and Haase, 2012)] 

3.1.2. Rôle des kératinocytes dans la réaction d'hypersensibilité cutanée  

En plus de leur fonction de protection cutanée, les KC jouent un rôle important dans la 

réaction d'HSC. Au cours de la phase de sensibilisation et suite à l'application d'un haptène tel 

que le TNCB ou le DNFB, les KC activés, induisent la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que l'IL-1b, l'IL-18 (Watanabe et al., 2007a; Watanabe et al., 2008) et le 

TNF-a (Nakae et al., 2003). La sécrétion de ces cytokines induit la maturation des DC et 

favorise leur migration vers les ganglions lymphatiques (Cumberbatch et al., 1997a; 

Cumberbatch et al., 1997b; Kabashima et al., 2003). L'IL-1b et le TNF-a jouent un rôle central 

dans l'inhibition de l'expression de certains récepteurs de chimiokines présents à la surface 

des DC tels que le CCR1 et le CCR5. Les ligands de CCR1 et de CCR5 sont des chimiokines pro-

inflammatoires telles que le CCL3 (MIP-1a), le CCL4 (MIP-1b) et le CCL5 (RANTES) qui 

favorisent la rétention des DC dans la peau (Sozzani et al., 1998). La production d'INF-g par 

les LT permet l'augmentation de l'expression de CD54 à la surface des KC et la production des 

chimiokines telles que CXCL8, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 favorisant le recrutement de 

l'infiltrat cellulaire dans la peau (Albanesi et al., 2001; Albanesi, 2010). 



- Introduction – Partie II- 

84 
 

3.1.3. Rôle des mastocytes dans la réaction d'hypersensibilité cutanée 

Le rôle des mastocytes dans l’HSC a fait l’objet de nombreuses études mais leur rôle est 

assez controversé (Kaplan et al., 2012; Honda et al., 2013). Certaines études ont montré que 

les souris déficientes en mastocytes (souris W/Wv et souris Sl/Sld) montrent une réduction de 

la réponse inflammatoire d'origine allergique en réponse au TNCB (Biedermann et al., 2000). 

D'autres études ont montré que chez ces mêmes souris déficientes la réponse d'HSC est 

similaire à celle observée chez les souris sauvages en réponse au TNCB ou au DNFB (Galli and 

Hammel, 1984; Mekori and Galli, 1985). Grimbaldeston et al., ont montré un rôle régulateur 

des mastocytes via une production d'IL-10 dans un modèle de souris WBB6F1-KitW/W-v et B6-

KitW-sh/W-sh. Ces souris présentent des mutations au niveau du gène kit (CD117), connu aussi 

sous le nom du récepteur du facteur de croissance des mastocytes et des cellules souches 

(Mast/stem cell growth factor receptor) (Grimbaldeston et al., 2007). Dans cette étude, les 

souris déficientes en mastocytes induisent une exacerbation de la réaction d'HSC en réponse 

à l’urushiol ou au DNFB (Grimbaldeston et al., 2007). Cependant, ces souris déficientes en 

mastocytes présentent d'autres altérations immunologiques. En effet, les souris WBB6F1-

KitW/W-v développent une anémie, présentent un nombre réduit de PN, une absence de 

mélanocytes et sont stériles et les souris B6-KitW-sh/W-sh sont capables de produire des auto-

anticorps et de développer une arthrite médiée par les PN (Kalesnikoff and Galli, 2008). A 

cause de ces altérations immunologiques, ce modèle de souris déficientes ne semble pas être 

le meilleur modèle pour étudier le rôle des mastocytes dans la réaction d'HSC. 

Deux autres modèles de souris transgéniques déficientes en mastocytes ont été 

développés par deux différents groupes (Dudeck et al., 2011; Otsuka et al., 2011).  

Dudeck et al., ont utilisé des souris présentant soit une déficience constitutive via 

l'expression de la sous-unité A de la toxine diphtérique (DTA) soit une déficience inductible 

des mastocytes via l'expression du récepteur de la toxine diphtérique simienne (DTR), et ce 

sous le contrôle du promoteur de la protéase 5 des mastocytes (Mcpt5) (Dudeck et al., 2011). 

L’utilisation de ces deux modèles de souris déficientes en mastocytes a montré une 

diminution de la réponse d'HSC en réponse au DNFB ou au FITC (Dudeck et al., 2011). Cette 

étude montre également une diminution de la migration des DC au cours de la phase de 

sensibilisation chez les souris déficientes en mastocytes. Par ailleurs, l’inflammation des 

oreilles des souris suite à l'application du DNFB ou du FITC est due à la dégranulation des 

mastocytes et la libération d'histamine (Dudeck et al., 2011).  



- Introduction - Partie II - 

85 
 

Otsuka et al., ont utilisé des souris transgéniques déficientes en mastocytes connues sous 

le nom de souris Mas-TRECK (Mast cell-specific enhancer-mediated Toxin Receptor-mediated 

Conditionnal cell Knock out). Ces souris expriment le récepteur de la toxine diphtérique 

humaine sous le contrôle d'un activateur intronique. En réponse au DNFB ou l'oxazolone, 

cette étude montre que la maturation et la migration des DC sont diminuées chez les souris 

transgéniques Mas-TRECK comparées aux souris sauvages. Ces mêmes souris transgéniques 

montrent également une diminution de la réponse d'HSC en réponse aux deux molécules 

testées (Otsuka et al., 2011).  

3.1.4. Rôle des lymphocytes B et du complément 

Différentes études ont montré le rôle des LB dans la réaction d'HSC (Tsuji et al., 2002; 

Campos et al., 2003; Szczepanik et al., 2003; Itakura et al., 2005). Les LB sont divisées en deux 

sous-populations : les LB-1 et les LB-2. Les LB-1 sont trouvés au niveau de la cavité 

péritonéale et sont capables de produire des anti-IgM spécifiques de l’haptène. Ces Ac sont 

retrouvés dans la circulation (Tsuji et al., 2002; Szczepanik et al., 2003). En revanche, les LB-2 

sont capables de migrer vers les organes lymphoïdes et sont dépendants des LT pour 

produire différents classes d’anticorps, les anti-IgG1, les anti-IgG2 et les anti-IgE (Askenase et 

al., 2004). Il a été montré que dans l'heure qui suit la sensibilisation, les LB-1 se trouvant dans 

la cavité péritonéale sont activés (Itakura et al., 2005). Ces cellules migrent ensuite dans la 

rate et les ganglions lymphatiques dans lesquels elles vont produire des IgM anti-haptène 

détectés au niveau sanguin 24 h après la sensibilisation (Itakura et al., 2005) (Figure 33).  
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Figure 33 : Initiation de la réponse d'HSC par l'activation précoce des LB-1 péritonéaux 
[figure modifiée d'après (Askenase et al., 2004; Itakura et al., 2005)] 

3.1.5. Activation des LT naïfs spécifiques des haptènes par les DC  

Dans le ganglion lymphatique, les DC activées par les haptènes sont appelées DC matures 

(Villadangos and Schnorrer, 2007) et expriment de nombreuses molécules du CMH de classe I 

et II à leur surface leur permettant d’interagir avec les LT naïfs et les activer. L'activation des 

LT nécessite une combinaison de trois signaux distincts : l'interaction entre le TCR et le 

complexe CMH/peptide hapténisé (signal 1), les molécules de co-stimulation (signal 2) et la 

sécrétion des cytokines (signal 3) par les DC (Vocanson et al., 2009) (Figure 11 ). 

S L'interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide 
hapténisé  

Le premier signal correspond à l'interaction du TCR du LT avec le complexe 

CMH/peptides hapténisés au niveau de la DC (Vocanson et al., 2009).  

Afin d'être reconnu par les LT, les haptènes doivent être remaniés par les DC afin de 

former des peptides hapténisés capables d'être reconnus par les molécules de CMH.  
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La reconnaissance des haptènes peut se faire selon trois cas de figure : un haptène vrai, un 

pro-haptène ou selon un modèle appelé 'pharmacological interaction concept' (p-i concept) 

(Posadas and Pichler, 2007). 

Les haptènes, présentant une réactivité intrinsèque, sont capables de se fixer de façon 

covalente aux protéines extracellulaires telles que l'albumine, les protéines membranaires 

telles que les intégrines ou les protéines intracellulaires. Ces haptènes peuvent également se 

fixer directement aux molécules du CMH-I ou du CMH-II. Parmi les molécules les plus décrites 

les médicaments tels que la pénicilline et le sulfaméthoxazole (SMX) sont connus pour induire 

des réactions d'HSC (Qiao et al., 2009; Rozieres et al., 2010). La pénicilline par exemple est 

capable de se liée à l'albumine. Le complexe pénicilline-albumine est pris en charge par la DC 

qui le digère en peptides. Ceux-ci sont présentés via les CMH-I ou CMH-II aux LT CD8+ ou 

LTCD4+ respectivement (Posadas and Pichler, 2007; Adam et al., 2011) (Figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Représentation de la reconnaissance hapténique par les LT  
(Posadas and Pichler, 2007) 

Les pro-haptènes tels que le SMX nécessitent une étape de métabolisation pour être 

transformé en nitroso-sulfaméthoxazole (SMX-NO), molécule réactive, qui va se fixer aux 

protéines intracellulaires. Le complexe SMX-NO/protéine va être digéré par la DC en peptides 

qui seront présentés via le CMH-I aux LTCD8+ ou via le CMH-II aux LTCD4+ (Posadas and 

Pichler, 2007; Adam et al., 2011) (Figure 34). 
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Le pi-concept est un concept proposé par Pichler concernant la reconnaissance de 

certains médicaments tels que la pénicilline ou la carbamazépine par les LT (Pichler, 2002). 

D'après ce concept, les médicaments seraient capables d'interagir directement avec le TCR 

des LT via des liaisons non covalentes induisant ainsi l'activation des LT (Posadas and Pichler, 

2007) (Figure 34).  

S Les molécules de co-stimulation  

Grâce à la formation de la synapse immunologique entre les LT et les DC, le second signal 

d’activation lymphocytaire provient de l’interaction des molécules de co-stimulation telles 

que le CD40, le CD80 et le CD86 avec leurs ligands. Le CD80 et le CD86, retrouvés à la surface 

des DC, interagissent avec le CD28 exprimé sur les LT. Le CD28 est exprimé constitutivement 

sur les LT et particulièrement sur les LT naïfs (Vocanson et al., 2009). Au cours de la 

maturation, les DC induisent l’expression du CD80 (B7-1) et du CD86 (B7-2) (Reiser and 

Schneeberger, 1996). Ce dernier est le principal ligand impliqué dans le deuxième signal. La 

liaison entre le CD86 et le CD28 est essentielle pour le développement d’une HSC (Kondo et 

al., 1996; Xu et al., 1997). Ainsi, aucune réponse d’HSC n'a été observée chez les souris 

déficientes pour le gène codant pour cd28 en réponse au DNFB et à l'oxazolone (Kondo et al., 

1996). Par ailleurs, le CD40 et son ligand CD154, appartenant à la superfamille des récepteurs 

de TNF, sont aussi importants dans l’activation des LT naïfs (Chen et al., 1999; Summers 

deLuca and Gommerman, 2012). L’interaction entre le CD40 et le CD154 amplifie le processus 

d'activation des LT se traduisant par une plus forte production de cytokines et une induction 

de molécules de co-stimulation telles que l'OX40L (CD252).  

OX40 (CD134) est une molécule de co-stimulation appartenant à la superfamille des 

récepteurs de TNF et exprimée à la surface des LT naïfs (Ishii et al., 2010). L'interaction entre 

OX40 et son ligand OX40L, exprimé à la surface des DC, induit une forte expression de CD80 

et CD86 à la surface des DC. Les souris ox40l-/- montrent une forte diminution de la 

prolifération lymphocytaire et de la réponse d'HSC en réponse à l'oxazolone, le DNFB ou le 

FITC en comparaison avec les souris sauvages (Chen et al., 1999).  

Ainsi, en réponse à cette signalisation induite par le LT, la DC produit des cytokines qui 

participent à la différenciation lymphocytaire. Par exemple, l’IL-12 produite par les DC en 

présence du DNFB ou du TNCB oriente la différenciation des LT en LT CD8+ producteurs 

d'INF-g (Koch et al., 1996; Gorbachev et al., 2001; Martin et al., 2008).  
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S La sécrétion des cytokines par la DC  

Le troisième signal est essentiel dans la différentiation des LT en différentes sous-

populations T effectrices. La différenciation des LT CD4 est dépendante de cytokines 

sécrétées au cours de l’interaction entre la DC et le LT (Vocanson et al., 2009). Ainsi, les LT 

naïfs se différencient en LT Th1, Th2 ou Th17 qui se distinguent par de leur profil de 

sécrétion en cytokines (Figure 12). 

Selon les haptènes, certains ont été démontrés inducteurs de cytokines de type 2 tels que 

le FITC alors que d’autres sont inducteurs de la production de cytokine de type 1 tels que le 

DNCB, le DNFB et l'oxazolone (Gorbachev et al., 2001; Gorbachev and Fairchild, 2001; Martin 

et al., 2008). 

Si la différenciation des LT naïfs en Th17 est dépendante du TGF-β, chez la souris, chez 

l’Homme, cette cytokine n’est pas essentielle pour la différenciation des LT en Th17 (Awasthi 

and Kuchroo, 2009). L’IL-17 est une cytokine pro-inflammatoire jouant un rôle dans la 

régulation de l’infiltration des leucocytes vers les tissus inflammatoires et dans la régulation 

de production de diverses cytokines et chimiokines telles que le Monocyte Chimioattractant 

Protein-1 (MCP-1), l’IL-10 et le MIP-1β (He et al., 2009). Les souris déficientes pour le gène 

codant pour l'il-17 ou l’ifn-g ne développent pas une HSC en réponse au DNFB par rapport aux 

souris sauvages (Nakae et al., 2002; Kish et al., 2009). Ces mêmes souris déficientes montrent 

une diminution de l’infiltration des cellules inflammatoires telles que les PN et les LT CD8+ 

dans la peau. Chez les souris sauvages, les LT CD8+ recrutés au niveau de la peau 18 h après le 

rappel par le DNFB produisent de l'IL-17 et de l'INF-g (Kish et al., 2009).  

S La génération des lymphocytes T effecteurs 

Au cours de la phase de sensibilisation et suite à l'activation des LT par les DC, une 

réponse de type 1 est déclenchée. Cette réponse favorise la différencitation des LT CD8+ en LT 

cytotoxiques (CTL) sécétant des enzymes telles que la granzyme et la perforine, responsables 

des dommages tissulaires au niveau cutané, et des cytokines telles que l'IFN-g et le TNF-a. En 

prallèle, les LT CD4+ se différencient en cellules Th1 produisant à leur tour de l'IFN-g, du TNF-

a et de l'IL-2 (Kaech and Cui, 2012).  

Après la clairance de l'haptène, les LT CD8+ effecteurs subissent une phase de contraction 

durant laquelle la majorité des LT CD8+ meurent par apoptose. Cependant, 5 à 10% des LT 

CD8+ effecteurs survivent et se différencient en LT CD8+ mémoires (Kaech and Cui, 2012).  
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La prolifération des LT CD8+ et leur différenciation en LT CD8+ mémoires dépend à la fois 

de la nature de l'haptène, de la dose initiale, de la voie d'administration, de la durée de 

contact avec l'haptène et de l'intensité de la réponse inflammatoire à la phase initiale. Ainsi, 

une durée de contact avec l'haptène inférieure à 20 h, entraîne un arrêt de la réponse 

proliférative des LT CD8+. Cependant si l'exposition à l'haptène persiste se traduisant par une 

inflammation chronique, les LT CD8+ étant épuisés ne se différencient pas en LT CD8+ 

mémoires compétents (Arens and Schoenberger, 2010) (Figure 35). 

Figure 35 : Expansion et proliferation des LT CD8+ naïfs en LT effecteurs et mémoires après 
l'intéraction avec la DC activée par un pathogène (Arens and Schoenberger, 2010) 

 

S La génération des lymphocytes T mémoires  

Après l'activation des LT au sein du ganglion lymphatique drainant, les LT activés migrent 

en dehors des ganglions lymphatiques via les vaisseaux lymphatiques efférents pour gagner 

la circulation générale afin de participer à la réponse immunitaire.  

Deux populations de LT mémoires sont alors générées : les LT effecteurs mémoires (TEM) 

et les LT à mémoire centrale (TCM) (Ebert et al., 2005; Mueller et al., 2013) (Tableau 8). 
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Sous-population Phénotype Localisation 

TCM CD44high, CD62L+, CCR7+, 
CD127+, CD69-, CD103- 

Ganglions lymphatiques, rate (pulpe 
blanche > pulpe rouge), sang, moelle 

osseuse 

TEM CD44high, CD62L-, CCR7-, 
CD127+, CD69-, CD103- 

Rate (pulpe rouge > pulpe blanche), 
ganglions lymphatiques, sang, voies 
pulmonaires, foie, intestins, appareil 
reproducteur, reins, tissue adipeux et 

cœur 

TRM CD44high, CD62L-, CCR7-, 
CD11ahigh, CD69+,CD103+ 

CD8 : épithélium de la peau, estomac, 
vagin, glandes salivaires, poumons, 

cerveau, ganglion 
CD4 : parenchyme pulmonaire 

Tableau 8 : Les populations de LT mémoires (Mueller et al., 2013) 

Les TEM n'expriment pas le CCR7 et peuvent rapidement être recrutés au niveau du tissu 

inflammatoire pour assurer une réponse rapide. Ces cellules sont présentes dans la 

circulation sanguine et lymphatique mais également dans les tissus non lymphoïdes ce qui 

favorise une action rapide au plus près du tissu inflammatoire. En plus, elles possèdent une 

capacité proliférative et produisent des cytokines telles que l'IFN-g (Mueller et al., 2013). 

Quant aux TEM CD4+ et CD8+, ils recirculent à partir de la rate et sont moins présents dans les 

ganglions lymphatiques. Les TEM, probablement les TEM CD4+ plus que les TEM CD8+, migrent à 

travers les tissus non-lymphoïdes tels que la peau. Les TEM CD4+ se trouvent surtout sous la 

membrane basale du derme et du tissu muqueux de la lamina propria. Dans la peau, les TEM 

expriment le CLA, le CCR4 et le CCR10 (Campbell et al., 1999). 

Quant aux TCM, ils expriment le CD62L (L-selectin) et le CCR7 par lequel ils peuvent re-

circuler du sang vers les ganglions lymphatiques. Ces cellules constituent un fort potentiel 

prolifératif, produisent de l’IL-2 et constituent une réserve de nouvelles cellules T effectrices 

en cas de réexposition à l’allergène. Les populations de TCM CD4+ sont capables de recirculer 

pour atteindre les organes lymphoïdes secondaires tels que les ganglions lymphatiques la 

rate.  

Récemment, il a été montré l’existence d’une population de LT mémoire résidant de 

manière permanente dans les tissus périphériques. Il s'agit des LT mémoires résidents 

(tissue-resident memory T cells, TRM) (Tableau 8). Les TRM, se trouvent au niveau des 

couches épithéliales de la peau, des muqueuses intestinales ou vaginales, des voies 

pulmonaires et des tissus nerveux (Mueller et al., 2013).  
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3. 2. La phase d’élicitation ou de révélation 

Sa survenue est conditionnée par la réexposition avec le même haptène ou un composé de 

structure chimique analogue au cours de la sensibilisation. Cette phase de révélation peut 

être divisée en deux : la phase précoce qui a lieu 2 h après la réexposition et la phase tardive 

qui survient 24 h après la réexposition. 

3.1.6. La phase précoce d’élicitation  

Au cours de cette première phase, un premier pic d’inflammation observé par une 

augmentation de l’épaisseur des oreilles chez la souris a lieu 2 h après la ré-application de 

l’haptène (van Loveren et al., 1983; Askenase et al., 2004). Un second pic est observé 24 h 

après l'exposition à l'haptène (van Loveren et al., 1983; Christensen and Haase, 2012).  

S Le rôle du complément et des polynucléaires neutrophiles 

� Le rôle du complément 

Cette phase précoce est médiée par un recrutement de LT, des composants du 

complément (C5 et C5a), de l’activation des mastocytes et des plaquettes libérant des 

médiateurs inflammatoires et vasoactifs tels que le TNF-α et la sérotonine (Zemelka-Wiacek 

et al., 2013). Au cours de cette phase, le complément C5 se lie à son récepteur C5a (C5aR) 

exprimé à la surface des mastocytes et des plaquettes (Askenase et al., 2004). Cette liaison 

permet la libération de sérotonine par les mastocytes et les plaquettes et de la libération de 

TNF- α par les mastocytes (Tsuji et al., 2000). Ces derniers vont activer l'endothélium 

facilitant ainsi le recrutement de LT. La réaction d'HSC survient dans les deux heures qui 

suivent la ré-application de l'haptène (Itakura et al., 2005) 

 � Le rôle des polynucléaires neutrophiles 

Les haptènes tels que le TNCB (Biedermann et al., 2000) ou le DNFB (Kish et al., 2011) 

sont capables d'activer les mastocytes et les KC. Une fois activés, les mastocytes et les KC 

produisent des chimiokines telles que le CXCL1 (ou Groa) et le CXCL2 (ou MIP-2) permettant 

ainsi le recrutement des PN au niveau cutané (Biedermann et al., 2000; Honda et al., 2009; 

Kish et al., 2011). En parallèle, les mastocytes activés induisent la libération d'histamine qui 

se traduit par une augmentation de la perméabilité vasculaire cutanée Cette libération 

d'histamine favorise aussi le recrutement des PN au niveau de la peau. Il a été montré que le 
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recrutement des PN est important pour assurer un infiltrat lymphocytaire cutané (Dudeck et 

al., 2011).  

La déplétion des PN, par l’utilisation d’anticorps (anti-neutrophile, RB6.8C5), de souris 

sensibilisées par le DNFB induit une diminution de la réponse d'HSC ainsi qu'une réduction 

du nombre de LT CD8+ infiltrés dans la peau (Dilulio et al., 1999; Engeman et al., 2004). Kish 

et al., ont montré que les LT CD8 sont capables de produire de l’IL-17 et de l’IFN-g. Ces 

cytokines stimulent les cellules endothéliales à produire des chimiokines telles que le CXCL1 

et le CXCL2 favorisant ainsi le recrutement des PN au niveau cutané (Kish et al., 2009). 

S Le rôle des cellules 'natural killer' 

 Traditionnellement, les cellules NK ont été considérées comme des cellules de l'immunité 

innée mais récemment un nouveau rôle des cellules NK dans l'immunité adaptative a été 

décrit (Paust et al., 2010b). Paust et al., ont montré que les souris déficientes en LT et LB 

(souris RAG-/-) développent une mémoire immunologique spécifique de l’haptène (Paust et al., 

2010a; Paust et al., 2010b). Ainsi, les souris RAG-/- dites naïves, ayant reçue des cellules NK de 

souris sensibilisées au DNFB développent une réaction d’HSC lors d'une première application 

par le DNFB (Rouzaire et al., 2012). Les cellules NK transférées persistent dans l’organisme 

pendant des mois même en absence de l’haptène. Une réexposition avec le DNFB chez les 

souris RAG-/- naïves, un mois après le transfert des cellules NK, induit un recrutement des 

cellules NK au niveau du site d’inflammation et se traduit par une réaction HSC positive 

observée par une augmentation de l’épaisseur des oreilles (Rouzaire et al., 2012).  

La sensibilisation de souris par une application cutanée d'un haptène (Ag A) permet la 

prise en charge de cet Ag A par les APC au niveau de la peau qui vont migrer jusqu'aux 

ganglions lymphatiques (Figure 36a) (Paust and von Andrian, 2011). Les cellules NK naïves 

circulantes migrent vers les ganglions lymphatiques où elles vont rencontrer les DC 

présentant l'haptène ce qui va favoriser l'activation et la prolifération des cellules NK en 

cellules NK mémoires (Figure 36b). Une fois activées, ces cellules NK mémoires quittent les 

ganglions lymphatiques à travers les vaisseaux lymphatiques efférents vers la circulation 

sanguine pour gagner le foie où elles vont être retenues au niveau de la lumière sinusoïdale. 

La rétention des cellules NK mémoires au niveau du foie nécessite l'expression du CXCR6 par 

les cellules NK et de son ligand, CXCL16, exprimé par les cellules endothéliales hépatiques 

sinusoïdales (Figure 36c). La ré-application au niveau de la peau du même haptène (Ag A) 

permet le recrutement des cellules NK mémoires au niveau de la peau enflammée. En 



- Introduction – Partie II- 

94 
 

revanche, la ré-application d'un haptène différent de celui appliqué en sensibilisation ne 

déclenche aucune réaction. Ce processus nécessite l'interaction des cellules NK avec la P-

sélectine et la E-sélectine exprimées au niveau des micro-vaisseaux dermaux (Figure 37d) 

(Paust and von Andrian, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 36 : Les principaux événements de migration cellulaire au cours de l'hypersensibilité 

cutanée induite par un haptène et médiée par les cellules NK 
(Paust and von Andrian, 2011) 

S Le rôle des lymphocytes T 

Deux heures après la ré-exposition avec l’haptène, les LT sont recrutés dans la peau. Ce 

recrutement est dépendant de l'interaction entre la P-sélectine/PSGL-1 et de l’interaction l'E-
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sélectine/CD43. Ces deux ligands PSGL-1 et CD43 sont deux glycoprotéines membranaires 

exprimées à la surface des LT (Alcaide et al., 2007) (Figure 37).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 37 : Activation des LT vers les tissus inflammatoires au cours de la phase d’élicitation 
(Robert and Kupper, 1999; Christensen and Haase, 2012) 

LFA-1 : leucocyte function-associated antigen-1; PSGL-1 : p-selectin glycoprotein ligand; VCAM : vascular 

adhesion molecule-1; VLA-4 : very late antigen-4 

Par ailleurs, il a été décrit que les LT natural killer (NKT) jouent un rôle dans la phase 

précoce de l’HSC (Campos et al., 2003; Nieuwenhuis et al., 2005). Ainsi, les souris déficientes 

pour les gènes codants pour cd1d, le CMH-I des NKT, ou pour ja18, le TCR des NKT, montrent 

une diminution de l'HSC en réponse à l'oxazolone (Nieuwenhuis et al., 2005). Par leur 

production d’IL-4, les NKT activent les LB-1 pour produire des IgM jouant ainsi un rôle dans 

le recrutement des LT (Askenase et al., 2004; Campos et al., 2006).  

3.1.7. La phase tardive de l’élicitation 

S Le rôle des kératinocytes 

Les KC sont la principale source de production de chimiokines. Les KC activés produisent 

différentes chimiokines telles que le CXCL1, le CXCL2, le CXCL9, le CXCL10, le CCL8, le CCL17 
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et le CCL27 (Flier et al., 2001; Karsak et al., 2007; Mori et al., 2008; Honda et al., 2009). Le 

CXCL10 est le ligand du récepteur CXCR3 qui est fortement exprimé sur les lymphocytes Th1. 

L'inbibition de CXCL10, via l’utilisation d’Ac bloquant anti-CXCL10 ou de souris déficientes en 

cxcl10, induit une diminution de la réaction d'HSC en réponse au TNCB (Nakae et al., 2003). 

Les chimiokines favorisant le recrutement des PN comme le CXCL1 jouent un rôle dans l'HSC. 

En effet, l'inhibition du CXCL1 ou la déficience en ccr2, son récepteur, induit une diminution 

de l'HSC (Dilulio et al., 1999; Cattani et al., 2006). 

S Le rôle des lymphocytes T 

Le recrutement des lymphocytes T effecteurs au niveau cutané oriente la réponse en une 

réponse tardive et participe à la réponse inflammatoire observée 24-48 heures après 

l’élicitation. Ce recrutement de cellules effectrices est contrôlé par une sécrétion coordonnée 

et séquentielle de cytokines et de chimiokines.  

Tout d'abord, l'application de l'haptène active les KC qui vont à leur tour sécréter des 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β et le TNF-α. Cette sécrétion de cytokines 

déclenche l'extravasation des LT CD8+ effecteurs à partir du sang via une augmentation de 

l'expression des E/P-sélectines et des VCAM-1/ICAM-1 au niveau des cellules endothéliales 

(Tietz et al., 1998; McHale et al., 1999; Hirata et al., 2000) (Figure 37). Les LT CD8+ effecteurs 

migrent alors vers la peau grâce à l'augmentation de l'expression de CCL2, CCL5, CCL20, 

CCL22 ou CCL27 6 h à 12 h après la réapplication de l'haptène (Vocanson et al., 2009). 

Ensuite, les LT CD8+ effecteurs, nouvellement recrutés dans la peau, sont activés par les 

cellules cutanées afin de produire l'IFN-g, et l'IL-17 (Mori et al., 2008). Ces cytokines stimulent 

les KC pour induire une infiltration lymphocytaire massive (Mori et al., 2008). Les KC 

sécrètent alors des chimiokines telles que le CXCL10, le CXCL11 et le CXCL9 jouant un rôle 

dans l’HSC (Sebastiani et al., 2002). Ces trois chimiokines sont connus comme les ligands du 

récepteur CXCR3 exprimé par les LT. C’est pourquoi ces chimiokines contribuent à 

l'accumulation des LT CD4+ et des LT CD8+ dans la peau enflammée. 

3.2. La régulation de la réponse inflammatoire  

La réponse inflammatoire atteint son maximum 24 h à 48 h après la réexposition à 

l’haptène. La résolution de la phase inflammatoire est alors médiée par le recrutement de 

différentes cellules telles que les LT régulateurs CD4+. Plusieurs populations de LT participent 

à la régulation de la réponse inflammatoire. Parmi ces LT, les Treg CD4+CD25+Foxp3+ et les 

Treg CD4+CD25+Foxp3+ICOS+ jouent un rôle important dans cette régulation. 
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3.2.1. Le rôle des lymphocytes régulateurs 

S Les lymphocytes T régulateurs conventionnels  

Plusieurs familles de LT participent à la tolérance périphérique. Les Treg sont divisés en 2 

populations : les Treg naturels (nTreg ou LT CD4+CD25+Foxp3+) qui se développent dans le 

thymus et les Treg induits (iTreg) se différenciant au niveau périphérique à partir de LT 

CD4+Foxp3- (Jonuleit and Schmitt, 2003; Schmitt and Williams, 2013). Le nTreg joue un rôle 

important dans la tolérance périphérique au soi et dans l'homéostasie immunitaire (Honda et 

al., 2011a). Les LT CD4+CD25+ ont une activité inhibitrice dépendante d’un contact 

membranaire avec les LT effecteurs. Les iTreg sont induits à partir des LT naïfs en présence 

du TGF-b et se développent en périphérie. L'acide rétinoïque facilite la différenciation des LT 

naïfs en Treg Foxp3+ et pourrait contribuer à la tolérance par voie orale (Benson et al., 2007; 

Mucida et al., 2007).  

Les iTreg sont à leur tour divisés en trois sous-populations : les Tr1 générés dans les 

organes du système immunitaire périphérique qui sont producteurs de cytokines anti-

inflammatoires telles que l'IL-10 et les Th3 producteurs de TGF-β. Ces deux sous-populations 

de iTreg expriment ni Foxp3 ni CD25 (Kimber et al., 2012). Une troisième population de iTreg 

(CD4+CD25-Foxp3-) est capable de se différencier en ex vivo en LT CD4+CD25-Foxp3+ à partir 

des LT CD4+CD25- en réponse au TGF-b (Zheng et al., 2002; Rao et al., 2005; Wisniewski et al., 

2013) 

Les LT CD4+CD25+ expriment fortement le marqueur CD25, le récepteur de l'IL-2, et 

dépendent du facteur de transcription FoxP3 (Jonuleit and Schmitt, 2003; Schmitt and 

Williams, 2013). Ils représentent 5% à 10% de la population des LT CD4+ se trouvant en 

périphérie (Jonuleit and Schmitt, 2003; Schmitt and Williams, 2013). L'IL-2 joue un rôle 

important dans la survie cellulaire, la prolifération et la stabilité des Treg (D'Cruz and Klein, 

2005; Fontenot et al., 2005; Chen et al., 2011b).  

Bettelli et al., ont montré qu'en fonction de la quantité de TGF-β et d’IL-6 présente dans le 

microenvironnement, une différenciation des précurseurs T CD4+ soit en Ti-Treg (TGF-β 

induced Treg, néo-conversion de lymphocytes T CD4+ CD25- Foxp3- en lymphocytes T CD4+ 

CD25+ Foxp3+ régulateurs) si la concentration en TGF-β est importante, soit en lymphocytes 

Th17 effecteurs si la concentration en IL-6 est plus importante. Il y aurait un développement 

réciproque et un équilibre entre les lymphocytes T effecteurs et Treg. En situation 



- Introduction – Partie II- 

98 
 

physiologique, le TGF-β prépondérant, favoriserait la génération de Treg afin d’assurer la 

tolérance périphérique au soi, alors que dans une situation physiopathologique et 

inflammatoire, l’IL-6 produit par les cellules de l’immunité innée favoriserait plutôt le 

développement d’effecteurs afin d’assurer une réponse optimale (Bettelli et al., 2006) (Figure 

12). Mucida et al. ont identifié l’acide rétinoïque, métabolite de la vitamine A, comme 

régulateur clé de la polarisation TGF-β dépendante des réponses immunitaires. L’acide 

rétinoïque serait en effet capable d’inhiber l’induction des cellules inflammatoires Th17 et de 

promouvoir la différenciation des LT naïfs en Treg (Mucida et al., 2007). 

Les radiations UV induisent les Treg (Loser and Beissert, 2009) dont l’induction est 

dépendante des LC exprimant OX40L et produisant de l'IL-10 (Yoshiki et al., 2010). Ainsi, la 

déplétion des LC par injection de la toxine diphtérique (DT) chez des souris transgéniques 

Langerin-DTR exposées aux UV conduit à une abolition de l'induction des Treg en réponse au 

DNFB (Schwarz et al., 2010). 

Au cours de la phase de sensibilisation, l’administration par voie orale du DNFB avant son 

application sur la peau des souris, inhibe le développement de LT CD8+ producteurs d’IFN-g et 

par conséquent, la réaction d’HSC (Artik et al., 2001; Dubois et al., 2003; Roelofs-Haarhuis et 

al., 2003). Dubois et al., ont montré que cette tolérance cutanée au DNFB est due à la présence 

de LT CD4+CD25+ spécifiques du DNFB générés suite à l’administration de cet haptène par 

voie orale. Ces LT CD4+CD25+ sont également capables de restaurer la tolérance vis-à-vis du 

DNFB lorsqu’ils sont injectés à une souris déficiente en CMH-II développant habituellement 

une HSC chronique en réponse à cet haptène (Dubois et al., 2003).  

L’injection de Treg (CD4+CD25+Foxp3+), 2 h avant la sensibilisation par le TNCB, supprime 

la réaction d'HSC (Ring et al., 2010b). Cette suppression est due à l'inhibition de l'activation 

des DC et des LT CD8 au niveau ganglionnaire. Il existe, en effet, entre les DC et les Treg des 

jonctions lacunaires ou "gap junctions" induisant une réduction de la capacité de la DC à 

activer les LT CD8 au niveau des ganglions (Ring et al., 2010b).  

Le rôle des Treg dans la régulation a été aussi étudié dans un modèle de souris 

transgéniques Foxp3 exprimant les protéines chimériques CD2 humaines et CD52 humaines 

(Foxp3hCD2/hCD52). Le CD2, une molécule d'adhésion, et le CD52, une glycoprotéine, sont 

retrouvées toutes les deux à la surface des LT humains (Tomura et al., 2010). Cette étude 

montre qu'à l'état basal, des CD4+ Foxp3+ Treg cutanés sont retrouvés dans la peau. Au cours 

de la réaction d'HSC, les Treg migrent de la peau vers les ganglions puis regagnent la peau 
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pour induire une régulation de la réponse inflammatoire (Tomura et al., 2010). La déplétion 

des Treg au cours de la phase de sensibilisation induit une augmentation du nombre des LT 

CD4+ et LT CD8+ effecteurs aboutissant à un gonflement des oreilles plus important et plus 

prolongé (Honda et al., 2011b). 

Vocanson et al., ont identifié une population de Treg exprimant le marqueur ICOS 

(CD4+CD25+Foxp3+ICOS+) jouant un rôle important dans le contrôle de la réaction 

inflammatoire en réponse au DNFB. Ainsi, au cours de la phase de sensibilisation, ces cellules 

inhibent la prolifération des LT CD8+ spécifiques de l'haptène au niveau des ganglions 

lymphatiques. Ces Treg ICOS+ représentent une population fortement suppressive qui 

expriment sélectivement Foxp3 et CTLA-4 et produisent de l'IL-10, de l'IL-17 et de l'IFN-g 

(Vocanson et al., 2010). 

Récemment, Gomez de Aguero et al., ont montré que les LC possèdent une fonction 

immunorégulatrice importante dans l'HSC (Gomez de Aguero et al., 2012). Ainsi, le DNTB, 

considéré comme un produit tolérogène, n'induit pas une sensibilisation des souris à cause de 

son incapacité à activer l'inflammasome NLRP3 et contrôle ainsi l'activation des DC. Les 

souris pré-traitées par du DNTB puis sensibilisées par du DNFB ne développent pas de 

réaction d'HSC. Le DNTB, favorisant cette tolérance, induit la migration des LC des ganglions 

lymphatiques. Les LC activés présentent alors l’haptène aux LT CD8+ et aux Treg 

ICOS+CD4+Foxp3+. Cette étude a montré que les LC protègent contre l'HSC par un mécanisme 

favorisant l'anergie ou la délétion des LT C8+ spécifiques de l'haptène et l'activation d'une 

population de LT connus sous le nom de Treg ICOS+CD4+Foxp3+ (Gomez de Aguero et al., 

2012). 

Ring et al., ont montré que le transfert de Treg CD4+CD25+ purifiés à partir de souris 

naïves, précédant la phase d’élicitation chez des souris sensibilisées au TNCB, réduit la 

réponse inflammatoire d'origine allergique comparé aux souris contrôles. Ceci est caractérisé 

par une diminution du gonflement des oreilles et de l'afflux de l'infiltrat lymphocytaire (LT 

CD8+ effecteurs) au niveau de la peau enflammée (Ring et al., 2006). Ils ont également montré 

dans cette étude que l'effet suppresseur de la réaction d'HSC est surtout médié par l'IL-10, 

produite par les Treg, et non pas par le TGF-b. Ainsi, l’injection de surnageant de Treg activés, 

contenant de fortes quantités d'IL-10, chez des souris sauvages, juste avant l'élicitation, 

supprime la réaction d'HSC en réponse au TNCB. Cette étude montre alors que la suppression 
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de la réaction d'HSC est médiée par les Treg producteurs d'IL-10 via une inhibition de l'afflux 

des LT effecteurs au niveau de la peau (Ring et al., 2006). 

Il a également été montré que l'adénosine produit par les Treg est impliqué dans 

l'inhibition de l'afflux lymphocytaires à la peau grâce à une diminution de l'expression de l'E- 

et la P-sélectine sur les cellules endothéliales (Ring et al., 2009). L'adénosine triphosphate 

(ATP) est tout d'abord dégradée par CD39, une ectoenzyme membranaire, en adénosine 

diphosphate (ADP) puis en adénosine monophosphate (AMP). L'AMP est ensuite 

déphosphorylé par CD73 en adénosine. Le CD39 et le CD73 sont deux ectoenzymes fortement 

exprimées à la surface des Treg activés (Ring et al., 2010a). Par conséquent, les Treg sont 

capables de convertir l'ATP en adénosine et d'inhiber la réaction d'HSC. L'injection de 

l'adénosine ou de Treg chez des souris sensibilisées par du TNCB, juste avant l'élicitation 

diminue le gonflement des oreilles. Cette diminution n'est pas observée lorsque les Treg 

isolés à partir des souris déficientes en cd39 sont transférés chez des souris sauvages 

sensibilisés avec le TNCB (Ring et al., 2009). Cependant, l'ATP n'est pas juste un substrat pour 

la formation de l'adénosine, il active aussi la fonction immunosuppressive des Treg via son 

récepteur, P2X7 (Ring et al., 2010a). Les Treg issus de souris déficientes en il-10 ont une faible 

capacité à former l'adénosine et ne sont pas activés par l'ATP malgré l'expression de 

CD39/CD73 et de P2X7 (Ring et al., 2011). Ainsi les Treg de souris déficientes en il-10 

n'inhibent pas la réaction d'HSC car incapables de former de l'adénosine (Ring et al., 2011). 

S Les lymphocytes T régulateurs non conventionnels 

§ Les lymphocytes T gd 

Une autre population de LT a été décrite pour son rôle régulateur dans l’inflammation 

cutanée en réponse aux haptènes. Il s’agit des cellules T Vg5+ intraépithéliale gd appartenant 

aux DETC (Vocanson et al., 2009). Ces cellules expriment le TCR Vg5-Vd1. Des études 

effectuées sur des souris de fond génétique C57BL/6 déficientes pour le gène codant pour le 

TCRgd, souris tcrd-/-, montrent qu’elles développent une réaction normale d’HSC en réponse 

au DNFB. En revanche, ces souris tcrd-/- sur un fond génétique FVB ou diabétique non obèse 

(NOD) développent une dermatite spontanée chronique et une majoration de la réponse 

inflammatoire lors d’une HSC en réponse au DNFB. Des transferts adoptifs de cellules T 

Vg5+Vd1+ effectués chez ces souris déficientes permettent de corriger cette majoration de 

l’effet. Cet effet restaurateur n’est pas observé lors des transferts adoptifs d’autres cellules Tdg 

n’exprimant pas le TCR Vg5-Vd1 (Girardi et al., 2002). Ainsi, les cellules Vg5+Vd1+ DETC jouent 
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un rôle dans la suppression de l’HSC via des mécanismes jusqu’à présent inconnus (Kaplan et 

al., 2012).  

§ Les lymphocytes NKT 

Parmi, les LT non conventionnels, les NKT sont décrits jouer un rôle régulateur dans 

l'EAC. Les cellules NKT représente un faible pourcentage des LT totaux (1% à 2% dans la rate 

de la souris et 0,01% à 2% dans le sang périphérique humain.) Ces cellules sont capables de 

reconnaître les antigènes lipidiques et les glycolipides présentés par la molécule CMH-I non 

classique, CD1d. Le CD1d est exprimé à la surface de différentes DC telles que les DDC (Gerlini 

et al., 2001) et les LC (Fukunaga et al., 2010). Deux classes de NKT existent, les NKT invariants 

(iNKT) appelés aussi NKT type I et les NKT variants ou NKT type II. Les iNKT co-expriment, à 

la fois, les chaînes α invariantes du TCR (Vα14Jα18 chez la souris et Vα24Jα18 chez l'Homme) 

et les récepteurs des NK tels que NK1.1. Les NKT type II expriment des TCR non invariants et 

sont stimulés par les antigènes lipidiques présentés via la molécule CD1d (Godfrey and 

Berzins, 2007). Les iNKT murins constituent 30% à 40% des LT TCRαβ+ dans le foie. Monteiro 

et al., ont identifié des iNKT régulateurs exprimant Foxp3+ dans un modèle de souris 

développant une maladie auto-immune d'encéphalomyélite (EAE). En effet, les souris EAE 

traitées par l'a- galactosylceramide (α-GalCer), agoniste spécifique des iNKT, développent 

une protection contre l'apparition de l'EAE contrairement aux souris non traitées. Cette 

protection est due à une augmentation du nombre de NKT Foxp3+ régulateurs dans les 

ganglions induits par la production de TGF-b (Monteiro et al., 2010).  

Fukunaga et al., ont montré que l'activation des NKT participe à la régulation des LC au 

niveau cutané. En effet, au cours de la migration, les LC isolées de souris exposées aux rayons 

UVB montrent une augmentation de l'expression de CD1d à leur surface. Les LC CD1d+ 

transporteraient les glycolipides cutanés vers les ganglions où elles activeraient les NKT; 

celles-ci sécrèteront à leur tour de l'IL-4 jouant un rôle dans la diminution de l'inflammation 

cutanée (Fukunaga et al., 2010). Par ailleurs, Goubier et al., ont montré que les iNKT inhibent 

l’apparition de l'HSC médiée par les LT CD8+ en réponse au DNFB indépendamment des LT 

CD4+. Les souris cd1d-/- ou les souris Jα18-/- montrent une exacerbation de la réponse 

inflammatoire induite par le DNFB par rapport aux souris sauvages. De plus, la déplétion des 

souris en NKT par le PK136, Ac dirigé contre l’antigène NK1.1, avant la sensibilisation ou 

après le rappel par le DNFB, induit une augmentation plus importante de l'épaisseur des 

oreilles par rapport aux souris contrôles. En réponse au DNFB, les LT CD8+ produisant de 

l'IFN-g activent les NKT qui à leur tour sécrètent de l'IL-4 et de l'IL-13 (Goubier et al., 2013). 
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S Les lymphocytes B 

En plus des Treg, les LB régulateurs (Breg) ont été aussi identifiés pour jouer un rôle dans 

la régulation de la réaction d'HSC. Les Breg sont identifiés par leur expression 

CD1highCD5+CD19 (Bouaziz et al., 2008). Ils représentent 1% à 2% des cellules B220+ 

présentes au niveau de la rate (Yanaba et al., 2008). La fonction régulatrice des Breg est 

surtout due à leur forte production d'IL-10 d'où leur nom de B10. Ainsi, les souris déficientes 

en LB, les souris cd19-/- montrent une exacerbation de la réaction d'HSC en réponse au DNFB. 

Le transfert de Breg, isolés à partir de souris sauvages sensibilisées par le DNFB, chez des 

souris cd19-/- normalise la réaction inflammatoire d'origine allergique (Watanabe et al., 

2007b). 

3.2.2. Le rôle des cellules dendritiques tolérogènes 

L'application cutanée répétée de très faibles concentrations d'un haptène tel que le DNFB 

ou l'oxazolone conduit à une tolérance spécifique de l'haptène appliqué et prévient toute 

sensibilisation ultérieure au même haptène. Les concentrations de l'haptène appliqué doivent 

être 100 à 1000 fois plus faibles que celles nécessaires à l’induction d’une sensibilisation 

(Vocanson et al., 2006). Cette tolérance est connue sous le nom de Low Zone Tolerance (LZT) 

(Steinbrink et al., 1996). La tolérance est maintenue par les LT CD8+ suppresseurs 

(régulateurs) et les Treg, tous deux producteurs d'IL-10, au cours de la phase d'induction de 

la LZT (Maurer et al., 2003; Xystrakis et al., 2004; Noble et al., 2006). Le mécanisme de la LZT 

a été récemment élucidé. Ce dernier est dû à la libération du TNF-a par une population de DC 

CD11c+CD8+ (DC tolérogènes) présentes dans les ganglions lymphatiques lorsqu'elles sont 

activées par les LT CD8+ suppresseurs. Ainsi, le TNF-a produit par ces DC tolérogènes induit 

l'apoptose des LT CD8+ effecteurs spécifiques de l'haptène via le récepteur 2 de TNF (TNFR2) 

exprimé sur ces LT (Luckey et al., 2011).  
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1. Les espèces réactives de l'oxygène et le stress oxydant  

La production d’espèces réactives de l'oxygène (ERO) est un processus métabolique 

essentiel pour le maintien de l’homéostasie corporel. La quantité d’ERO se trouvant dans la 

cellule est régulée par un équilibre entre leur taux d’élimination par le système de défense 

antioxydant et leur taux de production. Par ailleurs, les cellules immunitaires telles que les 

macrophages produisent des ERO afin d’éliminer les pathogènes (West et al., 2011). La chaîne 

respiratoire mitochondriale et les réactions enzymatiques impliquant la NADPH oxydase, la 

xanthine oxydase, les cyclooxygénases et la lipooxygénase sont des sources endogènes de 

production d’ERO. Ces dernières peuvent être produites également par des stimuli exogènes 

tels que les radiations ultra-violets (UV), les polluants environnementaux et les molécules 

chimiques (Jung and Kwak, 2010). Le stress oxydant est alors défini comme étant un 

déséquilibre entre la production d’ERO et le système antioxydant au niveau de l’organisme. 

Ce déséquilibre se caractérise par une production excessive d’ERO et une diminution des 

capacités anti-oxydantes de l’organisme (Ma and He, 2012). 

Les ERO comprennent l’anion superoxyde (O2•-), le radical hydroxyle (•OH) et le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) (Figure 38).  

 

 

Figure 38 : Les quatre étapes de réduction de l’oxygène et formation des intermédiaires 
réduits (Migdal and Serres, 2011) 

L'anion superoxide est un précurseur commun des ERO et est impliqué dans deux réactions : 

(1) sa transformation rapide en peroxyde d'hydrogène (H2O2) en oxygène (O2) par la 

superoxyde dismutase (SOD) et (2) la génération du peroxynitrite (ONOO-) via sa réaction 

avec le monoxyde d'azote (NO•) (Jung and Kwak, 2010) (Figure 39). 
 

(1)  O2•- + O2•-    H2O2 + O2 

(2) O2•- + NO•  ONOO-   

Figure 39 : Les deux réactions de transformation de l'anion superoxyde  
(Migdal and Serres, 2011) 

En plus des ERO, des espèces réactives de l’azote (ERA) existent aussi. Ces ERA comprennent 

le monoxyde d’azote radicalaire NO• et le peroxynitrite (ONOO-). Le NO• est synthétisé à partir 

des NO synthases (NOS) (Trachootham et al., 2008). Tout comme pour les ERO, le NO• 

O2    O2•-   H2O2    •OH (+ •OH)   H2O 
+e-  +e- (+H+) +e- (+2H+) +e- (+2H+) 

SOD, 2 H+ 
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produit, de façon excessive, est impliqué dans de nombreuses pathologies vasculaires telles 

que l’athérosclérose, la thrombose et l’hypertension (Napoli and Ignarro, 2009) ainsi que 

dans les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer (Togo et al., 2004).  

Les ERO à faibles concentrations jouent le rôle de second messager dans la signalisation 

cellulaire. Elles sont ainsi impliquées dans la relaxation des cellules vasculaires, dans 

l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales, dans l'adhésion plaquettaire et dans la 

régulation du tonus (Tableau 9) (Droge, 2002; Migdal and Serres, 2011).  

Tableau 9 : Principales fonctions physiologiques des ERO et ERA (Droge, 2002) 

Cependant, à fortes concentrations, elles produisent de nombreux dommages oxydants au 

niveau de l'ADN, des protéines et des lipides induisant la mort cellulaire par apoptose ou par 

nécrose (Trachootham et al., 2008). Afin de limiter les effets toxiques des ERO, les cellules ont 

développé des systèmes antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques. Parmi les 

antioxydants non enzymatiques se trouvent les molécules contenant les groupements thiols 

(SH) telles que le glutathion (GSH) et la thiorédoxine (Trx). Ces molécules sont capables de 

neutraliser les ERO par des interactions directes (Jung and Kwak, 2010) (Figure 40).  

 

 

Figure 40 : Exemple d'oxydation réversible par le GSH et/ou la Trx  
(Migdal and Serres, 2011) 

Le système antioxydant enzymatique comprend la catalase (CAT), la glutathion 

peroxydase (GPx) et la peroxyrédoxine (Prdx) capables de réduire le peroxyde d'hydrogène 

en eau (Figure 41). En revanche, le système antioxydant non enzymatique comprend le GSH, 

Type de radical libre Source du radical Processus physiologique 

Monoxyde d'azote (NO•) Monoxyde d'azote synthase 
Relaxation du muscle lisse, 

contrôle du tonus vasculaire 

Anion superoxyde (O2•-) et 
les ERO associés 

NADPH oxydase 
Contrôle de la ventilation 

Contrôle de la production de 
d'érythropoïétine 

Anion superoxyde (O2•-) et 
les ERO associés 

Différentes sources 
Stress oxydant et le maintien 

de l'homéostasie redox 

R-SH  R-SOH 
ERO 
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la Trx, l’acide ascorbique (la vitamine C), l’α-tocophérol (la vitamine E), les flavonoïdes et les 

caroténoïdes tels que le β-carotène (Valko et al., 2007). 

 

 

Figure 41 : Réaction de réduction du peroxyde d'hydrogène en eau  
(Migdal and Serres, 2011) 

En parallèle de la production d'ERO par le complexe enzymatique mitochondrial de la 

chaîne respiratoire, la plupart des cellules sont capables de produire l’O2•- via une activité 

NADPH oxydase membranaire (NOX). La NOX est une protéine membranaire qui catalyse la 

réduction de l’O2 en utilisant le NAD(P)H pour donner l’O2•- (Figure 42). Ce dernier est 

dismuté à son tour par la SOD en H2O2 (Brieger et al., 2012). 

 

Figure 42 : Réduction de l’oxygène en anion superoxyde par la NADPH oxydase  
(Migdal and Serres, 2011) 

La NOX a été étudié dans les cellules phagocytaires telles que les PN et les macrophages 

dans lesquelles elle joue un rôle important dans la défense contre les pathogènes. Cette 

enzyme se retrouve également dans les cellules non phagocytaires où elle participe à la 

signalisation cellulaire (Bedard and Krause, 2007). La NOX est localisée au niveau de la 

membrane cytoplasmique des cellules. La famille des NOX/DUOX comprend plusieurs 

isoformes : la NOX1, 2, 4, 5, et deux enzymes associées la DUOX1 et la DUOX2 (Katsuyama et 

al., 2012). Parmi ces isoformes, la NOX2 est la plus étudiée. Elle est surtout présente dans les 

cellules phagocytaires dans lesquelles elle génère l’O2•- pour lyser les bactéries. Elle peut 

également être retrouvée au niveau des cellules endothéliales, les fibroblastes, les neurones 

et les cellules β-pancréatiques (Bedard and Krause, 2007; Brieger et al., 2012).  

 En plus des NOX, d’autres enzymes telles que la xanthine oxydase, les enzymes du 

réticulum endoplasmique telles que les CYP-450, les enzymes de la voie de l’acide 

arachidonique, les myéloperoxydases au niveau lysosomal, les cytochromes oxydases au 

niveau nucléaire et les organelles telles que les peroxysomes sont capables aussi de produire 

des ERO (Migdal and Serres, 2011; Brieger et al., 2012). 

H2O2 + H2O2  2H2O + O2 

CAT 
GPx 
 Prdx 
 

NADPH + 2O2 NADP+ + H+ + 2O2•- 
NOX 
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Par ailleurs, la production d'ERO a été aussi montrée comme jouant un rôle dans l’HSC. 

Ainsi, les molécules chimiques allergisantes connues pour induire l’HSC telles que le DNCB, 

l’acide trinitrobenzène sulfonique (TNBS) et le DNFB produisent des ERO dans les DC 

humaines issues de monocytes (Mo-DC) (Byamba et al., 2010). Cette production d'ERO était 

diminuée en utilisant la N-acétylcystéine (NAC), une molécule antioxydante (Byamba et al., 

2010). Une autre étude, effectuée sur la lignée THP1, montrent également une production 

d'ERO en présence du DNCB (Migdal et al., 2010). 

L'utilisation de modèles in vivo d’HSC murin et in vitro à partir de lignée murines telles 

que la lignée de KC (Pam212) et les fibroblastes (L929) montre que la production d'ERO 

induite par le TNCB, molécule allergisante, est responsable de la dégradation enzymatique de 

l'HA, un composant de la matrice extracellulaire de la peau. Cette production d'ERO a été 

inhibée en présence de la NAC (Esser et al., 2012). 

Au niveau cellulaire, une voie centrale est connue pour la détection des molécules 

électrophiles générant un stress oxydant. Il s'agit de la voie Nrf2 [Nuclear factor erythroid 2 

(NF-E2)-related factor 2] / Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1). Ainsi, le facteur de 

transcription Nrf2 augmente la capacité antioxydante de la cellule en régulant l'expression de 

différents gènes antioxydants et des enzymes de phase II. 

2. La voie Nrf2/Keap1 

2.1. Le facteur de transcription Nrf2 et sa structure 

Le facteur de transcription Nrf2 a été identifié pour la première fois par Moi et al. en 1994 

comme un homologue du facteur de transcription érythroïde NF-E2 (Nuclear Factor 

Erythroid 2), connu pour sa capacité à interagir avec une séquence d’ADN contrôlant le gène 

de la β-globine (Moi et al., 1994). Nrf2 est une protéine ubiquitaire retrouvée dans les 

différents organes détoxifiants tels que le foie et les reins mais aussi dans les poumons, le 

tube digestif et la peau (Singh et al., 2010). Il appartient à la famille Cap ‛n’ collar (CNC) des 

protéines régulatrices (Baird and Dinkova-Kostova, 2011).  

La protéine Nrf2 est composée de 605 acides aminés (a.a) chez l’Homme et de 597 a.a 

chez la souris (Ma and He, 2012). Le poids moléculaire (PM) prédictif de Nrf2 est ~ 55-65 kDa 

alors que le PM apparent sur un gel d'acrylamide est ~ 95-110 kDa (Lau et al., 2013). Cette 

différence de PM est probablement due à l'abondance des résidus acidiques des a.a 

ralentissant alors la migration par électrophorèse [point isoélectrique de Nrf2 (PH 4,7)]. Nrf2 

est constituée de 17% de résidus acidiques tels que l'aspartate et le glutamate et de 13% de 
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résidus basiques tels que la lysine, l'arginine et l'histidine (Taguchi et al., 2011). Cette 

différence de PM peut être également due à des modifications post-traductionnelles de Nrf2 

telles que sa phosphorylation (Pi et al., 2007; Apopa et al., 2008), sa liaison covalente au 

monomère d'actine (Kang et al., 2002) ou son ubiquitination (Li et al., 2005; Li et al., 2012b). 

La protéine Nrf2 humaine contient six résidus cystéines (Cys) contre sept résidus cystéines 

chez la souris (Moi et al., 1994).  

Nrf2 possède une région basique leucine zipper (bZIP) au niveau de son domaine C-

terminal et contient 6 domaines fonctionnels appelés Neh 1-6 (Nrf2-ECH homology, ECH : 

erythroïd cell-derived protein with CNC homology = chicken Nrf2) (Itoh et al., 1995; Ma and 

He, 2012). La région basique Neh1, en amont de la région leucine zipper, est responsable de la 

liaison à l’ADN au niveau des séquences ARE et permet la dimérisation avec les 

protéines  ̎small musculoaponeurotic fibrosacroma (sMaf) ̎ (Katsuoka et al., 2005). La région 

Neh2, présente au niveau du domaine N-terminal de Nrf2, est nécessaire pour sa liaison avec 

son régulateur négatif Keap1. Elle contient des motifs DLG et ETGE assurant sa liaison avec 

Keap1 au niveau du domaine kelch (Magesh et al., 2012). Quant aux régions Neh3, Neh4 et 

Neh5, elles sont nécessaires pour l’activation transcriptionnelle (Magesh et al., 2012). La 

région Neh3 est présente au niveau du domaine C terminal alors que les deux régions Neh4 et 

Neh5 se trouvent au niveau du domaine N terminal. Cette activation transcriptionnelle via les 

éléments de réponse ARE nécessite l’hétérodimérisation de Nrf2 à d’autres facteurs de 

transcriptions bZIP, incluant les protéines de la famille Jun (c-Jun, Jun-D et Jun-B) et des 

protéines de la famille Maf (MafG, MafK et MafF) (Ma and He, 2012). Enfin, la région Neh6 se 

trouvant entre le Neh5 et le Neh1 possède deux séquences spécifiques d'a.a [a.a 329-339, a.a 

363-379] identifiées comme des degrons. Ceux-ci permettent la dégradation de Nrf2 dans le 

noyau via l'ubiquitine ligase E3 en réponse à un stress oxydant (McMahon et al., 2004; Ma and 

He, 2012). En plus de ces deux degrons, le domaine Neh2 possède les motifs DIDLID (a.a 17-

32), DLG (a.a 29-31) et ETGE (a.a 79-82) agissant également comme des degrons (McMahon 

et al., 2004; Ma and He, 2012). Enfin, Nrf2 possède des séquences d'import NLS (Nuclear 

Localization Sequence) permettant sa translocation vers le noyau et des séquences d'export 

NES (Nuclear Export Sequence) permettant son export du noyau (Jain et al., 2005; Singh et al., 

2010; Magesh et al., 2012) (Figure 43). 
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Figure 43 : Structure de Nrf2 [figure modifiée à partir de (Magesh et al., 2012)]. 

2.2. La régulation de la réponse antioxydante par Nrf2 via ses éléments de réponse 
antioxidante "ARE" 

Les éléments de réponse antioxidante ou "Antioxidant Response Element" (ARE) sont 

essentiellement des séquences spécifiques retrouvées au niveau des promoteurs des gènes 

cibles de Nrf2 (Rushmore et al., 1991). Cette séquence consensuelle est définie ainsi 5’-

gagTcACaGTgAGtCggCAaaatt-3’ (les bases majeures étant en majuscules) ou 5'-

TMAnnRTGAYnnnGCR-3' (M=A ou C, R= A ou G, Y= C ou T, W= A ou T, n= n'importe quelle 

base) ou TGA (C/T)nnnGCA et est située généralement en amont de la séquence codante des 

gènes, dans la région régulatrice (Rushmore et al., 1991; Nioi et al., 2003). 

Ces séquences ont été identifiées pour la première fois par Rushmore et al., en 1991. 

L'analyse du promoteur des gènes codant pour la sous-unité 2a de la glutathion-s-transférase 

(gst2a) et de la nadph-quinone oxydoréductase 1 (nqo1), deux enzymes de détoxication de 

phase II, chez le rat a permis d'identifier les séquences suivantes : 5'-TGACnnnGC-3' comme 

séquences ARE. (Rushmore et al., 1991). Le promoteur du gène glutamylcystéine ligase c 

(gclc) possède une séquence ARE sur le brin non codant TCCCCGTGACTCAGCG responsable de 

son induction en réponse au b-naphtolflavone, un flavonoïde synthétique connu comme 

inducteur enzymatique des CYP450 (Erickson et al., 2002).  

Le tétranucléotide 5'-TGAC-3' de la séquence ARE est similaire à la moitié du site TPA (12-

O-trétradécanoylphorbol 13-acétate) Response Element (TRE) identifié comme suit : 5'-

TGAGTCA-3' (Ma and He, 2012). Sur cet élément de séquence de lie la protéine AP-1 (activator 

protein-1), protéine contrôlant de nombreuses fonctions cellulaires, se lie aux séquences TRE 

en réponse aux esters de phorbol, aux facteurs de croissance tels que le facteur de croissance 
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épidermal (EGF), aux rayons UV et au stress oxydant. Cette protéine possède une faible 

affinité pour les séquences ARE. Nrf2 possède des séquences ARE au niveau de son 

promoteur lui permettant sa liaison au niveau nucléaire et sa propre transcription (Andrews 

et al., 1993). Par ailleurs, la séquence ARE présente des analogies de séquence pour celle de 

Maf (musculoaponeurotic fibrosarcoma) Recognition Element (MARE). Ces dernières sont 

identifiées soit par le 5'-TGCTGA G/C TCAGCA-3' [13 paires de base (bp)] contenant le cœur de 

la séquence TRE soit par le 5'-TGCTGA GC/CG TCAGCA-3' (14 bp) contenant l'élément de 

réponse de l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (Kataoka et al., 1994; Kerppola and 

Curran, 1994). La séquence MARE est reconnue par l'homo-dimère Maf qui se lie au 

dinucléotide GC de MARE.  

Ainsi, cette séquence ARE est le lieu de fixation d’un hétéro-dimère de Nrf2 avec une 

protéine Maf (Kurokawa et al., 2009). L’hétéro-dimère Maf/Nrf2 se fixe sur une séquence 

spécifique de type ARE engendrant la transcription du gène cible auquel il appartient (Itoh et 

al., 1997). Les ARE peuvent aussi fixer des homo-dimères de Maf, ce qui a pour conséquence 

d’inhiber la transcription du gène.  

D’autres protéines ont la possibilité de former des hétéro-dimères avec Maf et de se fixer 

aux ARE. C’est le cas de Bach1. Les hétéro-dimères Bach1 (BTB And CNC Homology 1) / Maf 

se fixent sur les ARE, inhibant ainsi la transcription du gène cible.  

2.3.  Keap1 : le senseur naturel de Nrf2 

2.3.1. La structure de Keap1 

La protéine Keap1 est l’inhibiteur naturel de Nrf2 (INrf2). C’est une protéine de 69 kDa 

contenant 624 acides aminés, riche en groupement thiol : 25 cystéines chez la souris contre 

27 cystéines chez l’Homme (Magesh et al., 2012). Keap1 possède cinq domaines fonctionnels : 

la région N-terminale, le domaine de dimérisation Broad complex Tramtrack and Bric-a-Brac 

(BTB), la région riche en cystéine InterVening Region (IVR), le domaine Double Glycine 

Repeat/Kelch (DGR) et la région C-terminale (Baird and Dinkova-Kostova, 2011).  

Keap1 se lie au facteur de transcription Nrf2 via le domaine DGR et la région C-terminale, 

appelé le domaine Keap1-DC. Il interagit directement avec le domaine Neh2 de Nrf2 via le 

domaine Keap1-DC (Watai et al., 2007) (Figure 44). Keap1 via son domaine BTB est 

responsable de l'homodimérisation et de l'interaction avec le complexe cullin 3/ring box 1 

(Cul3/Rbx1) E3 ubiquitine ligase favorisant ainsi la dégradation de Nrf2 via la voie du 

protéasome 26S (Watai et al., 2007). Le domaine IVR contenant des résidus cystéines est 
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sensible aux réactions d'oxydation et possède des séquences NES. Le domaine DGR possédant 

six kelch répétés (KR1-KR6) est capable d'interagir avec Nrf2 au niveau de son domaine Neh2 

(Magesh et al., 2012). 

Figure 44 : Structure de Keap1 [figure modifié à partir de (Ma and He, 2012)] 

Keap1 constitue un véritable senseur de l’état redox de la cellule. Les nombreux résidus 

cystéines peuvent réagir avec les ERO induisant un changement de conformation de Keap1 

(D'Autreaux and Toledano, 2007) (Figure 45). Ce changement de conformation altère alors la 

liaison entre Nrf2 et Keap1, stabilisant ainsi Nrf2. Sept cystéines ont été identifiées jouant un 

rôle important dans l’activité de Keap1 [Cys151, cys257, Cys273, Cys288, Cys297, Cys434, 

Cys613] (Magesh et al., 2012). Ces cystéines sont très réactives vis-à-vis des ERO et des 

molécules électrophiles. Ainsi, la Cys151 située dans le domaine BTB est importante pour le 

recrutement du complexe d’ubiquitination et de dimérisation de Keap1. Elle est indispensable 

pour la stabilisation de Nrf2 en présence des inducteurs tels que le t-BHQ et le sulforaphane 

(Yamamoto et al., 2008; Hu et al., 2011). Les Cys273 et Cys288, quant à elles, situées dans le 

domaine IVR sont nécessaires pour la fixation de Nrf2 à Keap1 (Baird and Dinkova-Kostova, 

2011).  

 

 
Figure 45 : Modèle 
spéculatif d’interaction 
entre Keap1 et Nrf2 

(D'Autreaux and 
Toledano, 2007) 
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2.3.2. Le mécanisme d'interaction entre Keap1 et Nrf2 

Keap1 est une protéine cytoplasmique ayant pour rôle de réguler négativement Nrf2 en 

induisant sa dégradation via le protéasome 26S. En présence d'un stress oxydant cellulaire, la 

quantité d’ERO vont réagir avec les résidus cystéines de Keap1 et aura pour conséquence, le 

non recrutement du complexe d’ubiquitination et donc l’absence de dégradation de Nrf2 et sa 

stabilisation (Taguchi et al., 2011).  

Les analyses biochimiques et structurales ont montré qu'une cellule à l'état basal 

possèdent deux molécules de Keap1, formant un homo-dimère, qui sont associées à une 

molécule de Nrf2 via le domaine DGR de Keap1 et le domaine Neh2 de Nrf2. Au sein du 

domaine Neh2 de Nrf2, se trouvent deux motifs, le DLG et l'ETGE, se liant au domaine 

DGR/Kelch de Keap1 avec des affinités différentes. La molécule de Nrf2 se lie alors à Keap1 

par deux sites de liaison, DLG et ETGE. L'ETGE possède une forte affinité de liaison à Keap1 

tandis que le motif DLG possède une faible affinité de liaison. La région entre les motifs DLG et 

ETGE forme une hélice-a au sein de laquelle sont contenues sept lysines importantes pour 

l'ubiquitination de Nrf2 (Tong et al., 2006a). 

2.4. Le mécanisme moléculaire de régulation de la voie Nrf2/Keap1 

2.4.1. Le mécanisme d'activation du complexe Nrf2/Keap1 

A l’état d’homéostasie, Nrf2 est ubiquitiné via le complexe Cul3/Rbx1-E3 et dégradé via le 

protéasome. Dans ces conditions, Nrf2 possède une courte demi-vie de 15 à 20 minutes 

(Baird and Dinkova-Kostova, 2011; Ma and He, 2012).  

Récemment, deux modèles mécanistiques ont été proposés pour la stabilisation de Nrf2. 

Le premier étant le modèle de la charnière et du loquet appelé modèle "hinge and latch" et le 

second étant le modèle de dissociation de Keap1 et de Cul3 (Magesh et al., 2012) (Figure 46). 
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Figure 46 : Mécanisme d'activation de la voie Nrf2/Keap1  
[figure modifiée à partir de (Magesh et al., 2012)]. 

Dans le modèle "hinge and latch", la forte affinité du motif ETGE agit comme la charnière 

[hinge] afin de fixer Nrf2 à Keap1 alors que le motif de faible affinité agit comme le loquet 

[lach] permettant de bloquer l'ubiquitination de Nrf2 via son domaine Neh2 et d’inhiber par 

la suite sa dégradation par le protéasome (Magesh et al., 2012). Suite à un stress oxydant, les 

résidus cystéine de Keap1 se trouvant au niveau de ses domaines BTB et IVR sont alors 

oxydés aboutissant à un changement de conformation de Keap1. Ce changement de 

conformation entraine une perturbation au niveau du motif DLG de faible affinité (Tong et al., 

2006b). Ainsi, le motif DLG est dissocié de Keap1 tandis que le motif ETGE dont l’affinité est 

100 fois plus élevée de celle du motif DLG, reste associer à Keap1 (Tong et al., 2007). Sous ces 

conditions-là, Nrf2, échappant à la dégradation par le protéasome, peut s'accumuler alors 

dans la cellule et les molécules de Nrf2 nouvellement synthétisées transloquent vers le noyau. 

Elles s'hétérodimérisent avec les protéines sMaf puis se lient aux séquences ARE pour induire 

la transcription des gènes antioxydants et régulateurs de Nrf2 (Magesh et al., 2012).  

Il a été en effet montré qu’en présence d'un stress chimique, une modification de la 

configuration de Keap1 est observée. Elle est caractérisée par une oxydation des résidus 

cystéines de Keap1 telles que la Cys151, Cys273 et la Cys288 avec la libération de zinc 
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aboutissant à une conformation ne permettant plus l’ubiquitination de Nrf2 (Kaspar et al., 

2009; Baird and Dinkova-Kostova, 2011).  

La dissociation de Keap1 et de Cul3 est le second modèle proposé pour la stabilisation de 

Nrf2 (Taguchi et al., 2011). Ainsi, en présence d'un stress oxydant ou de molécules 

électrophiles, l'oxydation des résidus cystéines particulièrement la Cys151 au niveau du 

domaine de liaison à Cul3, le domaine BTB de Keap1, induit un détachement de Cul3 de 

Keap1. Cette modification n'aboutit pas à un changement de conformation de Keap1 mais 

perturbe l'activité du complexe Keap1-Cul3 E3 ligase via une dissociation des deux protéines 

(Eggler et al., 2009). Nrf2 reste alors fixer aux dimères de Keap1 mais n’est plus ubiquitinylé. 

Toute nouvelle protéine Nrf2 synthétisée de novo sera alors épargnée d’une dégradation.  

Au vue de ces deux modèles mécanistiques, il pourrait être alors proposé dans le premier 

modèle du ‘hinge and latch’ que Nrf2 puisse d'une part s'accumuler en échappant à la 

dégradation et d'autre part puisse être néo-synthétisé. Dans ce cas précis, le domaine de 

faible affinité DLG de Nrf2 se détache de Keap1 sous l'influence des attaques électrophiles. En 

revanche, dans le second modèle, Nrf2 ne serait que néo-synthétisé. Dans ce modèle, les 

domaines DLG et ETGE de Nrf2 interagissant avec Keap1 sont maintenus intacts tandis que 

Keap1 et Cul3 sont dissociés.  

2.4.2. Les gènes régulés par Nrf2 

Le modèle de souris déficientes pour le gène codant pour nrf2 a permis d’étudier les gènes 

régulés par Nrf2. La première observation a ainsi montré lors de traitement des souris nrf2-/- 

par le ter-butylhydroxyanisole (BHA) (un antioxydant phénolique) l’absence d’expression 

protéique de la GST et de l’expression génique de nqo1 (Itoh et al., 1997). C’est ainsi que les 

gènes gst et nqo1 ont été identifiés comme gènes cibles de Nrf2. 

Les études de microarray ont permis par la suite d’élargir l’ensemble des gènes induits 

par Nrf2. Le premier microarray réalisé à partir de cellules issues d’intestins de souris nrf2+/+ 

et nrf2-/- traitées par le sulforaphane ou non (huile de maïs) a permis d’identifier un certain 

nombre gènes régulés par Nrf2 (Thimmulappa et al., 2002). Parmi ces gènes, ceux codant 

pour les enzymes de phases II comprenant la nqo1, la gst et la g-gcs ont été identifiés. Des 

gènes codant pour les enzymes permettant la régénération de la NADPH telles que la glucose 

6-phosphate déshydrogénase, la 6-phosphogluconate déshydrogénase et l’enzyme malique 

ainsi que des gènes antioxydants tels que la GPx, la GR et la ferritine ont été également 

identifiés (Thimmulappa et al., 2002). 
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D’autres études de microarray ont montré que le t-BHQ induit les gènes ARE dépendants 

de Nrf2 dans les astrocytes de souris nrf2+/+ et non pas dans les astrocytes nrf2-/- (Lee et al., 

2003). Ainsi, il a pu être identifié plusieurs catégories de gènes régulés par Nrf2 : les gènes 

antioxydants tels que la cat, la ferritine, la gpx, l'ho-1, la sod, la trx, les gènes codant pour les 

enzymes de phase II telles que la gst, la gcl, la glutathion réductase (gr) et les autres gènes tels 

que l'époxyde hydrolase (eh). Les GPx (Banning et al., 2005), la GR (Harvey et al., 2009), la GCL 

(Mulcahy et al., 1997), la GS (Wild and Mulcahy, 2000), les GST A1, A2, A3, A4, M1, M3 et M4 

(Chanas et al., 2002), la NQO1 (Nioi et al., 2003), la HO-1(Prestera et al., 1995), la ferritine 

(Pietsch et al., 2003) et l'uridine diphospho (UDP)-glucuronosyltransférase (UGT) 1A6 

(Ramos-Gomez et al., 2001) possèdent toutes des séquences ARE et sont ainsi régulées par 

Nrf2. 

S Les enzymes de l’équilibre redox 

Plusieurs protéines antioxydantes sont impliquées dans l'élimination des ERO. Parmi ces 

protéines se trouvent la SOD, la CAT, la GPx et la TRX. La CAT, la SOD et la GPx sont capables 

de neutraliser directement les ERO (Jung and Kwak, 2010).  

La SOD a été montrée par de nombreuses études être régulée par Nrf2 (Zhu et al., 2005; 

Hu et al., 2006; Reisman et al., 2009). Zhu et al., ont montré que les fibroblastes cardiaques 

issus de souris nrf2-/- induisent une activité plus faible de la SOD par rapport aux cellules 

nrf2+/+ (Zhu et al., 2005) 

La SOD est une métallo-enzyme qui catalyse la dismutation de l'O2•- en H2O2 (Migdal and 

Serres, 2011). Il existe trois isoformes de la SOD, la SOD1, la SOD2 et la SOD3. La SOD1 

contient du cuivre et du zinc (Cu, Zn-SOD) et est essentiellement localisée dans le cytoplasme. 

Elle peut se retrouver aussi dans l'espace intermembranaire de la mitochondrie, le noyau et 

les lysosomes. La SOD2 et la SOD3 sont présentes respectivement dans les mitochondries et la 

matrice extracellulaire (Crapo et al., 1992; Sturtz et al., 2001; Faraci and Didion, 2004). 

La CAT est une hémoprotéine contenant quatre groupements hème (Le Bras et al., 2005). 

Elle est ubiquitaire, localisée au niveau des peroxysomes (Le Bras et al., 2005) et est présente 

à des concentrations élevées dans le foie, les érythrocytes et les reins (Jung and Kwak, 2010). 

Elle catalyse la conversion de l'H2O2 en H2O et inhibe la formation de radicaux libres réactifs 

tels que le radical hydroxyle (Jung and Kwak, 2010) (Figure 47). 
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Figure 47 : Conversion du peroxyde d'hydrogène en eau par la catalase  
(Gardes-Albert et al., 2003) 

Reismann et al., ont montré que les cellules hépatiques issus de souris nrf2-/- ont une plus 

faible expression génique de la CAT à l'état basal par rapport aux souris nrf2+/+ (Reisman et 

al., 2009). 

La GPX est une sélénoprotéine comprenant cinq isoformes (GPx 1, 2, 3, 4 et 6) qui permet 

la réduction de l’ H2O2 par le glutathion (GSH) en H2O et en disulfure de glutathion (GSSG), la 

forme oxydée du GSH (Migdal and Serres, 2011) (Figure 48). 

  

 
Figure 48 : Réduction du peroxyde d'hydrogène par le glutathion  

(Gardes-Albert et al., 2003; Migdal and Serres, 2011) 

La GPX1 est ubiquitaire et présente dans le cytoplasme et la mitochondrie. Elle permet 

d’éliminer l’H2O2 et les hydroperoxydes lipidiques (Brigelius-Flohe and Maiorino, 2013). La 

GPX2 est présente au niveau de l’épithélium intestinal alors que la GPX3 est une enzyme 

extracellulaire glycosylée retrouvée dans le plasma. Quant à la GPX4, elle est présente dans le 

cytoplasme, la mitochondrie et le noyau. Elle protège contre l’oxydation des phospholipides 

membranaires. La GPX6 est exprimée dans l’épithelium olfactif (Brigelius-Flohe and Maiorino, 

2013). Parmi ces GPX, la GPX2 semble la plus régulée par Nrf2. Ainsi, les souris nrf2+/+ 

exposées pendant 5 h à la fumée de cigarette montrent une augmentation de l’expression 

génique de gpx2 par rapport aux souris non exposées. Cette induction de gpx2 n’a pas été 

observée chez les souris nrf2-/- (Singh et al., 2006). 

La GCL appelée aussi glutamylcystéine synthétase (GCS), comprenant les deux sous-

unités, une unité catalytique, la GCLC, et une unité régulatrice, la GCLM, catalysent la synthèse 

du GSH par la formation du γ-glutamyl cystéine à partir du glutamate et de la cystéine en 

présence de l’ATP (Lu, 2013) (Figure 49). La glycine est ensuite ajoutée à ce dipeptide par la 

GSH synthase pour donner le GSH (Lu, 2013). 

H2O2 + H2O2  2 H2O + O2 
CAT 

H2O2 + 2 GSH  2 H2O + GSSG 

 



- Introduction – Partie III- 

118 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49 : L’implication des GCL dans la synthèse du GSH (Lu, 2013) 

Il a été montré que ces enzymes sont régulées par Nrf2. Ainsi, MacLeod et al., ont montré 

une augmentation de l’expression protéique de GCLC et GCLM dans les KC humains (HaCaT) 

en présence du sulforaphane, un activateur de Nrf2 (MacLeod et al., 2009). Une étude récente 

effectuée par Mani et al., montre que le traitement des cellules hépatiques HepG2 par 

l'homocystéine, un acide aminé formé au cours du métabolisme de la méthionine induit une 

augmentation de l'expression génique et protéique de GCLC. Cet acide aminé induit 

également l'expression protéique de Nrf2 dans ces mêmes cellules (Mani et al., 2013b). 

La Trx est le substrat de la Prdx et se trouve dans la membrane mitochondriale interne et 

est impliquée dans la réduction du H2O2, du peroxyde lipidique et des protéines contenant 

des résidus sulfhydriles modifiés par oxydation. La Trx réductase (TrxR) catalyse la 

réduction de la Trx oxydée en utilisant le NAD(P)H (Lillig and Holmgren, 2007). Il a été 

démontré que la Prdx1, la Trx et les TrxR 1, 3 et 5 sont régulées par Nrf2 (Lou et al., 2006; 

MacLeod et al., 2009). Ainsi, le traitement par le 4-hydroxynonenal [(4-HNE) aldéhyde réactif 

produit au cours de la peroxydation lipidique] de cellules murines rétinales 661W déficientes 

en nrf2, induit une diminution de l'expression protéique de Trx et la TrxR contrairement aux 

cellules contrôles (Tanito et al., 2007).  

De plus, le traitement des cellules humaines du réseau trabéculaire osseux NTM5 ou 

HTMC par la quercetine, un activateur de Nrf2, induit l'expression protéique et génique de 

prdx1 et prdx5 (Miyamoto et al., 2011). Kim et al., ont également montré que les cellules de la 

lignée MEF nrf2+/+ présentent une expression génique basale de prx1. Cette expression est 

totalement absente dans les MEF nrf2-/- (Kim et al., 2007). 
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La protéine HO-1 est une enzyme permettant la dégradation de l'hème en monoxyde de 

carbone (CO), en fer et en biliverdine qui sera transformée en bilirubine par la biliverdine 

réductase (BVR) (Gozzelino et al., 2010) (Figure 50).  

 

 

 

 

Figure 50 : Réaction de réduction de l'hème par HO-1 [figure modifiée d'après 
(Gozzelino et al., 2010)] 

La protéine HO-1 est aussi nommée heat shock protein 32 (Hsp32) (Gozzelino et al., 2010) 

dont l'activité du promoteur est régulée par Nrf2 (Alam et al., 1999). Une étude récente 

montre que le traitement des cellules de la lignée HepG2 par l'homocystéine induit 

l'expression génique et protéique de HO-1 (Mani et al., 2013a). De plus, le traitement par 

différentes molécules telles que le diéthyl maléate (DEM), le paraquat et le chlorure de 

cadmium de macrophages péritonéaux nrf2+/+ induit l'expression génique et protéique de HO-

1. En revanche, aucune expression n’est induite par de tels xénobiotiques dans les 

macrophages péritonéaux nrf2-/- (Ishii et al., 2000). Une autre étude montre que le 

zerumbone, sesquiterpène phytochimique d'un type de gingembre comestible connu pour ses 

propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, induit HO-1 dans les cellules épidermales 

murines de la lignée JB6 (Shin et al., 2011). Par ailleurs, il a été récemment montré que les 

molécules chimiques allergisantes telles que le cinnamaldéhyde (CinA), un aldéhyde dérivé de 

la cannelle retrouvé dans les parfums et les fragrances, induisent l’expression protéique et 

génique de ho-1 dans la lignée THP-1 et dans les DC issues des monocytes (Mo-DC) (Migdal et 

al., 2013). 

La ferritine est une protéine intracellulaire qui fixe le fer et permet son stockage. Elle 

comprend 24 sous-unités de chaînes lourdes (H) et légères (L) (Wang et al., 2010). Elle est 

exprimée d'une manière ubiquitinaire et joue un rôle important dans le métabolisme du fer 

au cours d'un stress oxydant. Elle permet la séquestration du fer dans le cytoplasme pour 

inhiber la formation de radicaux libres tels que HO• au cours de la réaction de Fenton 

(Papanikolaou and Pantopoulos, 2005) (Figure 51). 
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Figure 51 : Oxydation du fer au cours de la réaction de Fenton  
(Papanikolaou and Pantopoulos, 2005) 

Pietsch et al., ont été les premiers à montrer la régulation de la ferritine par Nrf2. Des 

fibroblastes murins issus de souris nrf2+/+ traités par des activateurs de Nrf2 tels que 

l'oltipraz ou le 1,2-dithiole-3-thione (D3T) montrent une expression génique et protéique des 

ferritines H et L. Cette expression est retrouvée diminuée dans les cellules invalidées en nrf2 

(Pietsch et al., 2003). Une étude récente montre que l'expression génique des ferritines H et L 

est induite dans des KC humains (HaCaT) traitées par l'arsenic et ce, via l’activation de Nrf2 

(Huang et al., 2013). 

S Les enzymes de détoxication de phase II  

Les enzymes de détoxication de phase II sont des protéines antioxydantes qui assurent 

une protection cellulaire contre les métabolites réactifs formés en réponse à un stress 

électrophile ou oxydant (Baird and Dinkova-Kostova, 2011). Ces enzymes permettent le 

maintien de l’homéostasie cellulaire et peuvent être régulées par le facteur de transcription 

Nrf2. Elles peuvent être classées en deux catégories : 1) les enzymes de conjugaison telles que 

les glutathion-S-transférases (GST) et les uridine diphospho (UDP)-glucuronosyltransférase 

(UGT) et 2) les enzymes impliquées dans la réduction des métabolites réactifs telles que la 

NAD(P)H quinone oxydoréductase (NQO1). 

Les GST sont des enzymes ubiquitaires jouant un rôle important dans la détoxication 

des produits électrophiles endogènes et exogènes tels que les époxydes, les aldéhydes et les 

peroxydes. Ces enzymes catalysent la conjugaison du GSH aux produits électrophiles facilitant 

ainsi leur élimination (Board and Menon, 2013). Il s’agit de protéines majoritairement 

cytoplasmiques comprenant huit classes distingues : alpha (α), mu (m), pi (p), sigma (s), theta 

(q), omega (W) et zeta (z) (Board and Menon, 2013). La GST mitochondriale appartient à la 

classe Kappa (k). Différentes études effectuées chez des souris nrf2-/- ont montré que les 

différentes isoformes de GST telles que la GST A1, A2, A3, A4, M1, M3 et M4 sont régulées par 

Nrf2 (Thimmulappa et al., 2002; Rangasamy et al., 2004; Reisman et al., 2009). Ainsi, aucune 

induction des différentes isoformes de la GST chez les souris nrf2-/- par le BHA n’a pas été 

observée en comparaison avec les souris nrf2+/+ (Itoh et al., 1997). 

Fe(II) + H2O2 Fe(III) + HO- + HO•   Réaction de Fenton 
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Les UGT sont des enzymes catalysant la réaction de conjugaison de l’acide UDP-

glucuronique. Elles jouent un rôle essentiel dans la détoxication de composés chimiques tels 

que les polluants, les médicaments et les composés endogènes tels que la bilirubine, les 

stéroïdes et les hormones (Rowland et al., 2013). Cette réaction s’appelle la glucuronidation 

(Figure 52).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52 : La réaction de glucuronidation (Rowland et al., 2013) 

Seize UGT humaines ont été identifiées, neuf codent pour l’UGT1A (1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 

1A7, 1A8, 1A9 et 1A10), trois codent pour l’UGT2A (2A1, 2A2, 2A3) et sept codent pour 

l’UGT2B (2B4, 2B7, 2B10, 2B11, 2B15, 2B17, 2B28) (Rowland et al., 2013). 

Parmi ces UGT, seule l’UGT1A6 est régulée par Nrf2. Ainsi, l’expression basale de 

l’UGT1A6 au niveau hépatique et pulmonaire est beaucoup plus faible dans les souris 

déficientes en nrf2 comparées aux souris nrf2 sauvages (Enomoto et al., 2001).  

La protéine NQO1, appartient à la famille des flavoprotéines homodimériques. C’est une 

enzyme cytoplasmique ubiquitaire. Elle catalyse la réduction, par deux électrons, des 

quinones en hydroquinones (Siegel et al., 2012) (Figure 53). 
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Figure 53 : Réduction des quinones en hydroquinone par la NQO1 (Siegel et al., 2012) 

Son activité varie entre les différents individus et tissus ainsi qu’entre les tissus sains et 

cancéreux. Elle est fortement exprimée dans les cellules épithéliales humaines telles que 

l’endothélium vasculaire et les adipocytes.  

NQO1 est aussi très exprimée dans différents cancers tels que le cancer du côlon, le cancer 

du sein, le cancer du pancréas et le cancer du poumon (Siegel et al., 2012). Les souris 

déficientes en nqo1 traitées par application cutanée par le benzo[a]pyrène, ont une plus forte 

susceptibilité à développer des tumeurs cutanées que les souris sauvages (Long et al., 2000). 

En réponse aux radiations-g, ces mêmes souris nqo1-/- développent des maladies 

myéloprolifératives caractérisées par une augmentation du nombre de PN au niveau sanguin, 

une hypercellularité au niveau de la moelle osseuse et un gonflement au niveau des ganglions 

lymphatiques et de la rate. Ces souris développent des adénocarcinomes pulmonaires 

contrairement aux souris sauvages (Iskander et al., 2008).  

S Les autres protéines régulées par Nrf2 

En plus de ces gènes, Nrf2 régule les expressions des ARN messagers (ARNm) codant pour 

les transporteurs d'efflux dépendants de l'ATP tels que les multi-drug resistance associated 

(MDR) (Hu et al., 2006; Reisman et al., 2009) la glycoprotéine P (P-gp) et les muti-resistance 

proteins (MRP) (Maher et al., 2005; Reisman et al., 2009), les deux sous-unités du protéasome 

19S et 20S (Kwak et al., 2003b; Hu et al., 2006; Kapeta et al., 2010), les aldo-kéto réductases 

(AKR) telles que les AKR1B3 (Nishinaka and Yabe-Nishimura, 2005), AKR1B10, AKR1C1 et 

AKR1C2 (Lou et al., 2006; MacLeod et al., 2009) et les EH microsomales (Morisseau and 

Hammock, 2005). 

L'élimination des produits chimiques toxiques par les transporteurs membranaires 

d'efflux peut diminuer le dommage cellulaire en plus des phénomènes de détoxication (Singh 

et al., 2010). Certaines études proposent que les transporteurs MDR et MRP participent à la 

réponse antioxydante (Klaassen and Slitt, 2005; Yeh and Yen, 2006). Ces protéines de 

transport appartiennent à la famille des transporteurs ABC (ATP-Binding cassette) et 
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favorisent l'élimination des xénobiotiques à l'extérieur des cellules. La famille des MRP est 

composée de 9 membres (MRP1 à MRP9) (Dallas et al., 2006). Plusieurs études ont montré la 

régulation des MRP par Nrf2. Ainsi, l'expression constitutive au niveau génique et protéique 

de MRP1 dans les cellules MEF issus de souris nrf2-/- est beaucoup plus faible que celle 

observée dans les cellules MEF nrf2+/+ (Hayashi et al., 2003). Le traitement par le DEM 

n’induit une augmentation de l'expression de MRP1 que dans les cellules MEF nrf2+/+ 

(Hayashi et al., 2003). Récemment, il a été montré par Ji et al., que Nrf2 régule l'expression 

génique de mrp1 dans les lignées pulmonaires humaines. Le présence de 2 séquences ARE 

(ARE1 et ARE2) dans le promoteur du gène mrp1 et une corrélation entre l’expression de 

Nrf2 et de MRP1 dans des tumeurs malignes de différents cancers ont été mise en évidence (Ji 

et al., 2013). Le traitement des cellules hépatiques par les activateurs de Nrf2 tels que 

l'oltipraz et le BHA induisent l'expression de différents MRP (MRP1-6) (Maher et al., 2005).  

De même, Jigorel et al., ont montré l'augmentation de l'expression génique de nqo1, mrp1, 

mrp3 et mdr1 dans les hépatocytes primaires humains en réponse à l'oltipraz (Jigorel et al., 

2006). De plus, Cornejo et al., ont montré que le traitement des rats mâles Sprague-Dawley 

par l'hormone thyroïdienne T3 induit une augmentation de l'expression génique et protéique 

de MRP2 et MRP3 via une activation de Nrf2 (Cornejo et al., 2013). 

Les enzymes AKR sont des NAD(P)H oxydoréductases solubles qui permettent la 

réduction des groupement carbonyles des aldéhydes en alcool primaires et des cétones en 

alcool secondaires (Jin and Penning, 2007). Les produits résultant de cette réduction 

subissent ensuite une conjugaison par sulfonation ou glucuronidation via les enzymes de 

phase II. Les conjugués sulfonés ou glucuronidés sont ensuite pris en charge par les 

sulfotransférases ou les UGT respectivement. Les AKR appartiennent aux enzymes de 

détoxication de phase I (Jin and Penning, 2007). L'étude effectuée par Macleod et al., montre 

que le traitement des KC humains par le sulforaphane induit l'expression protéique de 

AKR1B10, AKR1C1 et AKR1C2 (MacLeod et al., 2009). Un microarray effectué sur cellules 

hépatiques issues de souris nrf2+/+ ou nrf2-/- traitées avec le sulforaphane a permis de 

montrer que AKR1B7 et AKR1B8 sont régulées par Nrf2 (Hu et al., 2006).  

Les EH microsomales sont responsables de l’inactivation et de l’hydrolyse des métabolites 

époxydes réactifs par la conversion de l’époxyde en dihydrodiol (Morisseau and Hammock, 

2005) (Figure 54). 
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Figure 54 : Mécanisme des époxydes hydrolases (Morisseau and Hammock, 2005) 

Une étude effectuée par Hu et al., montre la diminution de l’expression génique de l’EH 

dans des hépatocytes de souris nrf2-/- traitées par le sulforaphane comparée à celle retrouvée 

dans les hépatocytes de souris sauvages (Hu et al., 2006). 

Plusieurs études ont montré que Nrf2 module les sous-unités 20S et 19S du protéasome 

en réponse à des activateurs de Nrf2 tels que le D3T ou le sulforaphane (Kwak et al., 2003a; 

Kwak et al., 2003b; Kapeta et al., 2010). Ainsi, le microarray effectué par Kwak et al., a montré 

l'augmentation de l'expression de 19 gènes codants pour le 19S et le 20S dans les cellules 

hépatiques issus de souris nrf2+/+ et leur diminution dans les cellules nrf2-/- en réponse au 

D3T (Kwak et al., 2003a). Ainsi l'analyse montre l'augmentation de l'expression génique de 

PSBA1, PSMA4, PSMB3, PSMB5 et PSMB6 faisant partie de la sous-unité 20S et de PSMC1, 

PSMC3 et PSMD14 faisant partie de la sous-unité 19S. Ceci est associé à une augmentation de 

l'activité protéasomale 20S en présence du D3T dans les cellules nrf2+/+ (Kwak et al., 2003a; 

Kwak et al., 2003b). De plus, l'activité protéasomale 20S dépendante de Nrf2 est augmentée 

en réponse au sulforaphane. Ce dernier induit le gène PSMB5 de la sous-unité catalytique 20S 

dans les cellules nrf2+/+ retrouvé diminué dans les cellules nrf2-/- (Kwak et al., 2003a). Une 

étude récente, effectuée par Pickering et al., montre que l'activité protéasomale 20S n’est 

augmentée que dans les cellules MEF issues de souris nrf2+/+ en réponse au H2O2 (Pickering et 

al., 2012). Le Tableau 10 montre les différents gènes régulés par Nrf2. 
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Fonction cellulaire Gène régulé par Nrf2 Classe 

Biosynthèse du glutathion 

Gamma glutamylcystéine 
synthetase (γ-GCS) 

GCS 

Glutamate cystéine ligase 
(GCL) 

GCLC, GCLM 

Glutathion-S-transférase 
(GST) 

GST A1, A2, A3, A4, M1, M2, 
M3, M4, M5 

Glutathione péroxydase 
(GPx) 

GPX2 

Glutathion réductase (GR) GR1 
Glucose-6-phosphate 

déshydrogénase (G6PDH) 
G6PDH 

Métabolisme des 
xénobiotiques 

NAD(P)H quinone 
oxidoreductase 1 (NQO1) 

NQO1 

UDP-glucuronosyltransférase 
(UGT) 

UGT1A1, A6, A9, 2B7 

Epoxyde hydrolase 
microsomal (mEH) 

EPHX1 

Aldo-Kéto réductase (AKR) 
AKR1B7, 1B8, 1B10, 1C1, 1C2 

et 7A2 

Réponse au stress 
Hème oxygenase-1 (HO1) HO-1 

Protéine de choc (Heat shock 
protein, HSP) 

HSP1, 8, 40, 70, 105 

Métabolisme du fer Ferritine FTL1, FTH1 

Transporteurs 
Multi-resistance protein 

(MRP) 
MRP1, 2 et 3 

Défense antioxydante 

Superoxyde dismutase (SOD) SOD1, 2 et 3 
Péroxyrédoxine (PRDX) PRDX1, 6 

Thiorédoxine (TRX) TRX 
Thiorédoxine réductase 

(TRXR) 
TRXR1 

Catalase (CAT) CAT 

Autophagie 
Séquestosome 1 SQSTM1 

p62 p62 

Apoptose 
Bcl-2 Bcl-2 
Bcl-xl Bcl-xl 

Protéasome 
20S 

PSBA1, PSMA4, PSMB3, 
PSMB5 et PSMB6 

19S PSMC1, PSMC3 et PSMD14 
11S Pa28αβ 

Tableau 10 : Les gènes régulés par Nrf2 (Thimmulappa et al., 2002; Kwak et al., 2003a; Kwak 

et al., 2003b; Hu et al., 2006; MacLeod et al., 2009; Jung and Kwak, 2010; Niture and Jaiswal, 
2012; Pickering et al., 2012; Ma, 2013; Niture and Jaiswal, 2013) 
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2.4.3. Les molécules chimiques modulatrices de Nrf2 

S Les activateurs de Nrf2  

L'intérêt des activateurs de Nrf2 vient de l'observation que le BHA administré chez des 

souris les protégeait des effets toxiques et carcinogènes des hydrocarbures aromatiques 

polycycliques tels que le benzo[a]pyrène et induisait l'induction des enzymes de détoxication 

telles que la GST, l'HO-1 et la NQO1 dans différents tissus (Benson et al., 1978; Keum et al., 

2006).  

La plupart des activateurs de Nrf2 sont des molécules électrophiles capables de former 

des liaisons covalentes avec les groupements –SH des cystéines des protéines par oxydation 

ou alkylation (Magesh et al., 2012). Ils comprennent des molécules phytochimiques d'origine 

alimentaire et des molécules chimiques capables d'induire des allergies cutanées (Emter et 

al., 2010). Nous avons montré que les molécules allergisantes telles que le DNCB, le Ni, le CinA 

et la para-phénylènediamine (pPD) induisent l’expression protéique de Nrf2 dans les DC issus 

de progéniteurs humains (CD34-DC) (Ade et al., 2009). Cette même étude a montré par PCR 

quantitative, l’augmentation de l’expression génique de nqo1 et ho-1 en présence du DNCB, 

CinA, Ni et pPD (Ade et al., 2009). Plus récemment, nous avons également montré que les 

molécules allergisantes telles que le DNCB et le CinA induisent l’expression des gènes cibles 

de Nrf2 tels que ho-1, nqo-1 et il-8 et une accumulation protéique de Nrf2 dans les MoDC et les 

cellules THP1 (Migdal et al., 2013). 

Les dithiolethiones tels que l’oltipraz (Iida et al., 2004) et le 1,2-dithiole-3-thione (D3T) 

(Manandhar et al., 2007) ; le resvératrol (Balogun et al., 2003; Hsieh et al., 2006; Cheng et al., 

2012); le curcumin (Balogun et al., 2003; Yang et al., 2009); le 6-Methylthiohexyl 

isothiocyanate (6-MTTIC), présent dans le wasabi japonais (Korenori et al., 2013) et le 

zerumbone (Shin et al., 2011) induisent Nrf2 et ses gènes cibles tels que ho-1 et nqo1.  

Les inducteurs de Nrf2 peuvent être classés selon plusieurs groupes : 1) les accepteurs de 

Michael, 2) les quinones et les phénols oxydables, 3) les isothiocyanates (ITC) et les 

thiocarbamates 4) les dithioethiones et les sulfures de diallyle, 5) les dimercaptans, (6) les 

polyènes, (7) les hydroperoxydes et (8) les métaux (Baird and Dinkova-Kostova, 2011; Ma 

and He, 2012; Magesh et al., 2012). 

 

 



- Introduction – Partie III - 

127 
 

(1) Les accepteurs de Michael  

 Il s'agit de molécules qui se lient aux cystéines de Keap1, la protéine inhibitrice ou 

régulatrice de Nrf2, (Figure 55) induisant par la suite l'activation des gènes cytoprotecteurs 

et antioxydants dépendants des ARE (Magesh et al., 2012).  

Figure 55 : Réaction de l'addition de Michael entre les accepteurs de Michael et les 
groupements sulfhydriles (-SH) des cystéines de Keap1 (Magesh et al., 2012). 

Ces accepteurs de Michael peuvent se retrouver dans les produits phytochimiques tels 

que les curcuminoïdes, les dérivés de l'acide cinnamic, les coumarines, les chalcones, les 

flavonoïdes et les terpenoïdes. 

Le curcumin est un pigment jaune retrouvé dans le curry indien. Grâce à la présence de 

deux groupements phénoliques fonctionnels, le curcumin est connu pour sa capacité à 

neutraliser les ERO (Ak and Gulcin, 2008). Il contient deux groupements d'accepteur de 

Michael et une fonction b-dicétone capables de réagir directement avec les résidus cystéines 

des protéines. Il est aussi capable d'induire la voie Nrf2-Keap1-ARE via une modification des 

cystéines (Cys151, Cys273, Cys288) au niveau de Keap1 (Balogun et al., 2003; Satoh et al., 

2008; Yang et al., 2009). Le curcumin est connu pour ses propriétés thérapeutiques telles que 

ses propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes; et ses effets antiarthritiques, anti-

ischémiques et anticarcinogènes (Goel et al., 2008) (Figure 56). 

 
Figure 56 : La structure chimique du curcumin (Magesh et al., 2012) 
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Les esters dérivés de l'acide cinnamique tels que l'ester de phénéthyl acide caféique 

(CAPE) et l'ester de l'acide férulique sont des esters a,b-insaturés et sont capables d'activer la 

voie Nrf2 (Ma et al., 2011; Kim et al., 2013). Le CAPE est un composé isolé à partir de la 

propolis, la résine retrouvée dans les ruches des abeilles. Il est connu pour ses propriétés 

anti-mitogènes et anti-inflammatoires (Kim et al., 2013) (Figure 57). 

Figure 57 : Mécanisme d'addition de Michael entre CAPE et Keap1 [figure modifiée à partir 
de (Kim et al., 2013)] 

L'acide férulique et ses dérivés retrouvés dans les fruits et légumes possèdent aussi des 

propriétés protectrices contre l'oxydation des protéines et des lipides (Ma et al., 2011). Parmi 

les accepteurs de Michael, les chalcones qui sont des flavonoïdes se trouvant dans les plantes 

et sont connues pour leur propriétés anti-inflammatoires, anti-prolifératives et anti-

infectieuses. 

(2) Les phénols et les quinones oxydables 

Les composés phénoliques sont des composés capables de neutraliser directement les 

ERO et sont utilisés comme des antioxydants (Aboul-Enein et al., 2007). Le premier 

antioxydant phénolique découvert est le BHA capable d'induire les enzymes antioxydantes 

telles que HO-1 (Yuan et al., 2006).  

Le traitement des cellules hépatiques HepG2 par des flavonoïdes polyphénoliques tels 

que la quercétine, retrouvée dans les fruits et les légumes, le resveratrol, se trouvant dans la 

chaire des raisins rouges et par conséquent dans le vin rouge, sont capables d'induire 
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l'expression de Nrf2 et de ses gènes cibles tels que ho-1, nqo1, gst, gcs, gr et gpx (Tanigawa et 

al., 2007; Granado-Serrano et al., 2012); (Cheng et al., 2012). Plusieurs études ont montré le 

rôle protecteur du resveratrol dans différentes maladies cardiovasculaires. Il a été ainsi 

montré que le resveratrol protège les cardiomyocytes induit par le stress oxydant. Les 

cardiomyocytes issus des rats Sprague Dawley traitées par le resveratrol puis exposés à 

l'H2O2 montrent une protection plus importante caractérisée par une viabilité cellulaire, des 

activités SOD, CAT et GPx plus élevées que les rats exposées uniquement à l'H2O2 (Movahed et 

al., 2012). 

Le carnosol et l'acide carnosique sont des catéchols se trouvant dans le romarin et sont 

utilisés comme des antioxydants alimentaires. Ils sont capables d'induire Nrf2 et de diminuer 

la péroxydation lipidique ainsi que la génération d'ERO. Ils sont capables d'induire 

l'expression de Nrf2 et de ses gènes ARE tels que gclc et gclm et d'augmenter le taux 

intracellulaire de GSH (Chen et al., 2011a) 

Plusieurs quinones sont connues induire Nrf2 telles que le t-BHQ, le ter-butylquinone (t-

BQ) et le BHT. Il a été montré que le t-BHQ interagit avec les cys151, cys273 et cys288 de 

Keap1(Zhang and Hannink, 2003; Yamamoto et al., 2008) (Figure 58) 

 

Figure 58 : Interaction de Keap1 avec des fonctions quinones (Hur and Gray, 2011) 

(3) Les isothiocyanates (ITC) naturels se retrouvent dans les légumes crucifères tels que 

le broccoli et le chou. Ils comprennent le sulforaphane et le phenethyl ITC connus pour 

induire Nrf2 (Magesh et al., 2012). La Figure 59 montre le mécanisme d'interaction du 

sulforaphane avec Keap1 (Hu et al., 2011). Il s'agit d'une réaction réversible. 

Hu et al., ont montré que le sulphraphane est capable d'interagir avec les cys151, cys241, 

cys273, cys288, cys319, cys395, cys406, cys434, cys613, cys622 et cys624 de Keap1 (Hu et 

al., 2011). 

 

 

Figure 59 : Mécanisme d'interaction du sulforaphane avec Keap1 (Hu et al., 2011) 
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En plus des molécules phytochimiques, les molécules chimiques telles que les molécules 

allergisantes ont été aussi décrites comme étant des inducteurs des gènes cibles de Nrf2. Les 

molécules allergisantes comprennent des molécules phytochimiques telles que le géraniol, le 

cinnamaldéhyde, l'eugenol, l'isoeugenol, tous retrouvés dans les parfums et fragrances 

(Natsch, 2010). 

Le Tableau 11 résume les différents inducteurs des ARE et de la voie Nrf2. 

Classe Dérivés Nom Formule 

Les accepteurs 
de Michael 

Les curcuminoïdes 

Curcumin 

 

Salicylcurcuminoïde 

 

Bis[22-
hydroxybenzyldiène]acétone 

 

L'acide cinnamique 

Ester de phénéthyl acide 
caféique ou Caffeic acid 
phenethyl ester (CAPE)  

Ester de l'acide férulique ou 
Ferulic acid ethyl ester (EFE) 

 

Les flavonoïdes 

b-naphtoflavone 

 

4-bromoflavone 

 

Les Chalcones Solfalcone 

 

Les sesquiterpènes 

Zerumbone  
(dans gingembre) 

 

Citral 
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Les accepteurs 
de Michael 

L'acide oléanolique Acide oléanolique 

 

Les triterpénoïdes de 
l'acide oléanolique 

2-cyano-3,12-dioxooleana-
1,9(11)-dien-28-oic acid 

(CDDO) 
 

Dimethyl maleate (DEM) 

 

Bis-salicyl fumarate 

 

4-hydroxynonenal (4-HNE) 
 

Les prostaglandines 
(PG) endogènes 

15d-PGJ2 

 

PGA2 

 

Les quinones et 
les phénols 
oxydables 

 

Les composés 
polyphénoliques 

 

Butylated hydroxyanisole 
(BHA) 

 

Butylated hydroxytoluene 
(BHT) 

 

tert-butylhydroquinone  
(t-BHQ) 

 

tert-butyl-p-quinone 

 

ortho-benzoquinone (o-BQ) 
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Les quinones et 
les phénols 
oxydables 

Les composés 
polyphénoliques 

para-benzoquinone (p-BQ) 

 

ortho-Hydroquinone (o-HQ) 

 

para-hydroquinone 

 

Les composés 
diphénoliques 

Catechol (1,2-diphénol) 

 

Resorsinol (1,3-diphénol) 

 

Les composés 
diphénoliques 

Hydroquinone (1,4-
diphénol) 

 

Les catéchols 
endogènes 

4-hydroxy b17-estradiol 

 

Dopamine 
 

L-Dopa 
 

Apomorphine 

 

Les cathéchols 

Carnosol 

 

Acide carnosique 
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Les quinones et 
les phénols 
oxydables 

Les flavonoïdes 
polyphénoliques 

Quercetine 
(dans agrumes) 

 

Genistein 
(dans les grains de soya) 

 

Les flavonoïdes 
polyphénoliques 

Resveratrol 
(dans les grappes) 

 

Les isocyanates 
et les 

thiocarbamates 

Les isocyanates 

Sulforaphane  
(dans le brocoli et le chou 

fleur)  
Phenethyl isothiocyanate 

(PEITC) 
 

6-isothiocyanatohexan-2-
one 

 

Sulfoxythiocarbamate 
S-ethyl (4-hex-5-ynyloxy-

benzyl)-(5-oxohexyl)-
thiocarbamate sulfoxide 

 

Thiocarbamate  Pyrrolidine-1-carbodithioate 

 

Les 
dithioethiones 
et les sulfures 

de diallyle 

Les dithioethiones 

3H-1,2-Dithiole-3-thione 
(D3T) 

 

1,3-dithiole-2-thione 
 

Oltipraz  

 

les sulfures de 
diallyle 

Sulfure de diallyle (DAS)  

Disulfulre de diallyle (DADS) 
 

Trisulfure de diaallyle 
(DATS)  

Les arsenics 
trivalents 

 Trioxyde d'arsenic (ATO) 

 
Les 

dimercaptans 
 

2,3-dimercapto-1-propanol 
(BAL)  
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Acide 2,3-
dimercaptosuccinique 

 

 Acide R-lipoïque 
 

Les polyènes   Lycopène (dans les tomates)  
Les 

hydroperoxydes 
 

t-butylhydroperoxyde  
(t-BHP)  

Les métaux   

Hg2+, Cd2+, Cr6+  

NiSO4 

 

Divers  

Coumarine 3-hydrocoumarine 

 

Médicaments 

Paracétamol 

 

Auranofin (Ridaura®)  

 

Les produits 
environnementaux 

Paraquat  
 

Ethoxynin 

 
Les particules de diesel et de 

silice 
 

Molécules biotinylées 
N-iodoacetyl-N-

biotinylhexylenediamine 
(IAB)  

Les protéines p21 et p62  

Tableau 11 : Les différents inducteurs des ARE et de la voie Nrf2  
(Baird and Dinkova-Kostova, 2011; Ma and He, 2012; Magesh et al., 2012) 

S Les inhibiteurs de Nrf2 

Tout comme les activateurs de Nrf2, les inhibiteurs de Nrf2 sont variés. Ils comprennent 

l'acide ascorbique ou la vitamine C (Tarumoto et al., 2004; Wagner et al., 2010), 

l'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), l'acide tout-trans-rétinoïque (ATRA ou la rétinoïne) 
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(Wang et al., 2007), le brusatol (Ren et al., 2011), la lutéoline (Tang et al., 2011), l'ochratoxine 

A (OTA) (Cavin et al., 2007; Boesch-Saadatmandi et al., 2009) et la trigonelline (Arlt et al., 

2013).  

Tarumoto et al., ont décrit que les cellules leucémiques humaines résistantes (KCL22/SR) 

à l'imitinib (Gleevec®), molécule anti-cancéreuse inhibitrice des tyrosine kinases, ont une 

expression génique plus importante de gcs que les cellules leucémiques non résistantes 

(KCL22). Cette forte expression de GCS se traduit par un taux de GSH intracellulaire plus élevé 

dans les cellules résistantes. Le traitement concomitant de l'imitinib avec l'acide ascorbique 

rend les cellules résistantes sensibles à l'imitinib. Cette sensibilité à l'imitinib est associée à 

une diminution de l'expression génique de gcs et du taux de GSH intracellulaire (Tarumoto et 

al., 2004). De plus, l'étude effectuée par Wagner et al., montre que l'acide ascorbique 

contrairement au sulforaphane diminue le taux de GSH intracellulaire et l'expression 

protéique de la GCS, l'HO-1 et la NQO-1 dans les cellules cancéreuses hépatiques humaines 

HUH7 (Wagner et al., 2010).  

L'EGCG, extrait du thé vert, est aussi montré comme un inhibiteur de Nrf2 lorsqu'il est 

utilisé à des concentrations supérieures à 200 µM. le traitement de la lignée pulmonaire 

A549, par l'EGCG, induit une diminution de l'expression protéique de Nrf2 et de HO-1. Cette 

diminution de l'expression de Nrf2 est accompagnée d'une diminution de la phosphorylation 

de la protéine kinase C (PKC), kinase jouant un rôle important dans la phosphorylation de 

Nrf2 et sa translocation nucléaire (Kweon et al., 2006). 

L'ATRA, métabolite naturel du rétinol ou de la vitamine A, est montré aussi comme 

inhibiteur de Nrf2 en diminuant sa liaison aux séquences ARE. Le traitement des cellules 

intestinales issues de souris traitées par l'ATRA inhibe l'expression des gènes cibles de Nrf2 

telles que la gclc, la gstm5, la gsta1/2, nqo1 comparée aux cellules contrôles. Par ailleurs, 

l'ATRA ne diminue pas l'accumulation nucléaire de Nrf2 mais diminue la liaison de Nrf2 aux 

séquences ARE. En présence de l'ATRA, Nrf2 forme un complexe avec le récepteur alpha de 

l'acide rétinoïque (RARa) dans le noyau empêchant ainsi la liaison de Nrf2 aux séquences 

ARE (Wang et al., 2007). 

Le brusatol, molécule extraite à partir de la plante Brucea javanica, utilisée comme un 

anti-cancéreux, possède aussi une propriété inhibitrice de la voie Nrf2/Keap1. Ren et al., ont 

montré que le brusatol induit une diminution de l'expression protéique de Nrf2 et de ses 

gènes cibles tels que GCS, MRP1, MRP2 et NQO-1 dans les cellules cancéreuses. Cette 
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diminution est due à l'augmentation de l'ubiquitination de Nrf2 en présence du brusatol 

favorisant ainsi sa dégradation (Ren et al., 2011).  

Par ailleurs, la lutéoline, flavonoïde retrouvé dans le céleri, le poivron et les carottes, 

inhibe aussi la transcription des gènes dépendants de Nrf2. Elle est considérée comme un 

inhibiteur sélectif de Nrf2. Ainsi, dans les cellules cancéreuses pulmonaires humaines A549 

qui expriment constitutivement Nrf2, la lutéoline induit la dégradation des ARNm de nrf2 ce 

qui explique la diminution drastique de l'expression génique et protéique de Nrf2 et de ses 

gènes cibles (l'AKR1C1, la GCLC, l'HO-1, la MRP2 et la NQO1). Ceci est aussi accompagné d'une 

déplétion importante du GSH intracellulaire. L’analyse par l'approche d'immunoprécipitation 

de la chromatine (ChIP) a pu montrer une diminution de l'interaction de Nrf2 avec les 

séquences ARE des promoteurs de NQO1 et HO-1 au niveau nucléaire dans les cellules A549 

en présence de la lutéoline (Tang et al., 2011).  

L'OTA, une mycotoxine produite par l'Aspergillus et le Penicillium, présente des effets 

néphrotoxiques et carcinogènes qui peuvent être liés à l'inhibition de Nrf2. Ainsi, le 

traitement des cellules cancéreuses tubulaires rénales porcines LLC-PK1 par l'OTA montre 

une faible translocation nucléaire de Nrf2 accompagnée d'une diminution de l'expression 

génique de nrf2 et de ses gènes cibles tels que la gcs et la gst (Boesch-Saadatmandi et al., 

2009). 

Récemment, un nouvel inhibiteur de Nrf2 a été décrit. Il s'agit de la trigonelline qui est un 

alkaloïde retrouvé dans le café. Ainsi, les cellules cancéreuses pancréatiques traitées par la 

trigonelline montrent une diminution de l'accumulation nucléaire de Nrf2 et de l'activité 

protéasomale. Cette dernière est due à une diminution de l'expression génique et protéique 

des sous-unités 19S (S5a ou psmd4) et 20S (α5 ou psma5) du protéasome (Arlt et al., 2013). 

2.5. Les autres membres de la famille Nrf2 

La sous-famille des facteurs de transcription cap’n’collar (CNC) de type zipper à leucines 

basiques est composée de Nrf2 mais également de NF-E2, Nrf1, Nrf3, de 'BTB and CNC 

homolog' (Bach) 1 et de Bach2.  

Le premier membre identifié a été le facteur de transcription érythroïde NF-E2 dont la 

déficience a montré chez les souris une anémie ou une forte hémorragie (Shivdasani and 

Orkin, 1995). Récemment, il a été décrit que la surexpression de NF-E2 joue un rôle dans 

l'inflammation chronique induite par la production excessive d'ERO. En effet, il est retrouvé 
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surexprimé dans les mégacaryocytes et les précurseurs érythroïdes et granulocytaires des 

patients atteints de polyglobulie et de thrombocytopénie (Hasselbalch, 2013). Nrf1 semble 

posséder un rôle assez proche de celui de Nrf2 dans le contrôle de l’inflammation en régulant 

négativement l'expression génique d'inos et la réponse anti-oxydante (Biswas and Chan, 

2010).  

Nrf1 possède deux isoformes Nrf1a et Nrf1b régulant toutes les deux l’expression génique 

de ho-1, nqo-1, gclc et gclm (Kwong et al., 2012). Nrf1 est important pour le développement 

embryonnaire. Ainsi les embryons de souris nrf1-/- meurent in utero à cause d'une anémie 

entre le 17ème et le 18ème jour de la gestation (Chan et al., 1998; Copple et al., 2010). Quant à 

Nrf3, il semble jouer un rôle répresseur de l’expression des gènes antioxydants tels que nqo1 

(Sankaranarayanan and Jaiswal, 2004; Copple et al., 2010). Les souris déficientes pour le gène 

nrf3 se développent normalement et ne présentent aucun phénotype anormal (Kobayashi and 

Yamamoto, 2006). Chevillard et Blank montrent que Nrf3 joue un rôle dans l'inflammation 

induite par le BHT. Ainsi, les souris nrf3-/- développent un syndrome de détresse respiratoire 

aiguë et une perte de poids plus importante que chez les souris nrf3+/+. Le marquage 

immunohistochimique des poumons des souris nrf3-/- traitées pendant 3 jours par le BHT, a 

montré un dommage et une hémorragie alvéolaires qui s'accompagnent d'une pneumonie 

interstitielle beaucoup plus importants que chez les souris nrf3+/+ (Chevillard et al., 2010).  

Bach1 et Bach2, quant à eux, régulent négativement les gènes antioxydants activés par 

Nrf2. Bach1 est ubiquitaire et est fortement exprimé dans les organes hématopoïétiques tels 

que la moelle osseuse. Les souris déficientes pour le gène bach1 sont viables et fertiles. En 

absence de stress oxydant ou électrophile, Bach1 s'hétérodimérise avec sMaf dans le noyau 

pour se lier sur des séquences ARE réprimant ainsi la transcription des gènes cibles de Nrf2. 

En présence d'un stress oxydant, Bach1 se dissocie des séquences ARE et sera déplacé par 

Nrf2. Bach1 joue alors le rôle de régulateur négatif de Nrf2 (Dhakshinamoorthy et al., 2005). 

Kaspar et Jaiswal ont montré que Bach1 quitte le noyau 1 h à 2 h après le traitement des 

cellules hépatiques humaines HepG2 ou murines Hepa-1 par le t-BHQ. La phosphorylation de 

la tyrosine 486 de Bach1 par le t-BHQ dans les mêmes cellules est indispensable pour son 

export nucléaire. Cet export permet alors à Nrf2 de se lier aux séquences ARE (Kaspar and 

Jaiswal, 2010).  

Quant à Bach2, il est surtout abondant dans le cerveau et les LB (Kobayashi and 

Yamamoto, 2006). Une étude récente montre que Bach2 joue un rôle important dans la 

régulation de la mort cellulaire en réponse à un stress oxydant. Ainsi, la lignée MCL (mantle 
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cell lymphoma) traitées avec le Bortezomib (Velcade®), une molécule inhibitrice réversible 

du protéasome 26S utilisée dans le traitement du lymphome à cellules du manteau, induit la 

translocation nucléaire de Bach2. Le lymphome à cellules du manteau est une forme rare de 

lymphome non-Hodgkinien malin affectant les LB dans une région des ganglions 

lymphatiques appelée la zone manteau. Dans cette même étude, il est montré que la 

translocation nucléaire de Bach2 est accompagnée d'une diminution de l'expression des 

gènes antioxydants (nrf2, cat, ho-1, sod,) et anti-apoptotiques (bcl2, bcl-xl) et de 

l’augmentation de cellules apoptotiques en réponse au Bortezomib (Chen et al., 2013). 

2.6. Les modifications post-traductionnelles du complexe Nrf2/Keap1 

2.6.1. La phosphorylation de Nrf2  

Plusieurs protéines kinases ont été décrites pour induire la phosphorylation de Nrf2 en 

réponse à différents stimuli. Ces Kinases comprennent la caséine kinase 2 (CK2), la protéine 

kinase C (PKC), la 'Glycogen synthase kinase 3 beta' (GSK3b), la proteine kinase 'RNA-like 

endoplasmic reticulum kinase' (PERK), la kinase Fyn et les Mitogen Activated Protein Kinase 

(MAPK) telles que la kinase 'c-Jun NH2-terminal kinase' (JNK), la 'phosphatidylinositol 3-

kinase' (PI3K) et la kinase 'extracellular signal-regulated kinase' (ERK) (Nguyen et al., 2003; 

Sun et al., 2009b).  

Ainsi il a été décrit que la phosphorylation de Nrf2 se fait en deux phases : une phase 

précoce impliquant la PKC, la CK2, la PI3K, PERK, p38, ERK et JNK; et une phase tardive 

impliquant la GSK3b et la kinase Fyn (Kaspar et al., 2009; Niture et al., 2013). 

§ La phase précoce de phosphorylation de Nrf2  

La PKC joue un rôle important dans la phosphorylation de Nrf2 via la Ser40 qui se situe 

dans le domaine Neh2 (Huang et al., 2002; Niture et al., 2009). Niture et al., ont montré que 

l'isoforme PKC-d favorise la phosphorylation de Nrf2 au niveau de sa Ser40 en réponse au t-

BHQ ce qui induit la dissociation entre Keap1 et Nrf2 et la translocation de ce dernier vers le 

noyau (Niture et al., 2009).  

Les MAPK, qui sont des sérines/thréonines kinases, sont aussi impliquées dans la 

phosphorylation de Nrf2. Les inducteurs de Nrf2 tels que le t-BHQ, le sulforaphane et les 

molécules allergisantes comme le DNCB et le NiSO4, activent la voie des MAPK. Le t-BHQ et le 

sulforaphane activent ERK (Yu et al., 1999) alors que le DNCB et le sulfate de nickel (NiSO4) 

activent P38, ERK et JNK (Boisleve et al., 2004; Antonios et al., 2009). Sun et al., ont montré 
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que Nrf2 est phosphorylé au niveau de différents résidus sérine/thréonine tels que la Ser215, 

la Ser408, la Ser558, la Ser577 et la Thr559. Parmi ces résidus, la Ser215, la Ser408 et la 

Ser577 participent à la phosphorylation de Nrf2 via l'activation de p38, ERK et JNK. Cette 

étude montre également que la mutation de chacun de ces 5 sites de phosphorylation de Nrf2 

n'affecte pas son activité transcriptionnelle pour ses gènes cibles tels que nqo-1 et gsta1. 

Cependant, la mutation simultanée des 5 sites de phosphorylation de Nrf2 diminue 

légèrement l'expression génique de nqo-1, ho-1 et gclm (Sun et al., 2009b). 

Apopa et al., ont monté que le traitement des cellules du neuroblastome humain (IMR-32) 

par le t-BHQ induit la protéine Nrf2 sous deux états (deux bandes) visualisés par Western 

blot. Ils montrent que la bande de PM correspond à la forme phosphorylée de Nrf2 par la CK2 

alors que la bande de bas PM correspond à sa forme non phosphorylée. Une fois phosphorylé, 

Nrf2 transloque dans le noyau pour induire l'expression des gènes antioxydants (Apopa et al., 

2008). Ainsi, Pi et al., ont montré que Nrf2 possède 13 sites potentiels de phosphorylation par 

la CK2 (Pi et al., 2007) et que le domaine trans-activateur, comprenant les domaines Neh4 et 

Neh5, est identifié comme la région cible pouvant être phosphorylée par la CK2 (in vitro) 

(Apopa et al., 2008).  

Wang et al., ont montré que le sulforaphane induit la voie PI3K nécessaire à l'activation de 

Nrf2. Ainsi, l'inhibition de cette voie par l'inhibiteur LY294002 induit une diminution de 

l'activité de Nrf2 ainsi qu'une diminution de ses gènes cibles tels que la gclc et la gclm dans les 

cellules de l'épithélium pigmentaire de la rétine (RPE) (Wang et al., 2008). La Figure 60 

montre la phase précoce de phosphorylation de Nrf2 

 
 
 
 
 

Figure 60 : Phase 
précoce de 

phosphorylation de 
Nrf2 [figure modifiée à 

partir de 
(Niture et al., 2013)] 
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§ La phase tardive de phosphorylation de Nrf2  

La protéine Nrf2 possède 10 sites putatifs de phosphorylation [(S/T)XXX(S/T)] par la 

G3Kb, une sérine/thréonine kinase capable de phosphoryler Nrf2 (Salazar et al., 2006). La 

G3Kb agit en amont de la kinase Fyn en la phosphorylant au niveau de ses résidus thréonine, 

actuellement inconnues et induit sa translocation vers le noyau (Jain and Jaiswal, 2007). En 

effet, Jain et Jaiswal, ont montré que le traitement des cellules HepG2 par l'H2O2 permet la 

phosphorylation de la Tyr216 de la G3Kb favorisant ainsi son activation. Une fois activée, la 

G3Kb phosphoryle la tyrosine kinase Fyn sur ses résidus thréonine. Phosphorylée, Fyn 

s'accumule dans le noyau et permet la phosphorylation de Nrf2 au niveau de sa Tyr568 

permettant ainsi son export nucléaire via l'exportine crm1 (chromosomal region 

maintenance-1) (Jain et al., 2005). Cet export vers le cytoplasme permet l'ubiquitination et la 

dégradation de Nrf2 par le protéasome (Jain and Jaiswal, 2007) (Figure 61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 61 : Phase tardive de phosphorylation de Nrf2 [figure modifiée à partir de  
(Niture et al., 2013)] 

2.6.2. L'acétylation et la désacétylation de Nrf2 

La voie Nrf2/Keap1 peut aussi être activée via des mécanismes d’acétylation par ces co-

activateurs transcriptionnels tels que p300 et CBP [CREB (cAMP Responsive Element Binding 

protein)-binding protein]. Ces co-activateurs transcriptionnels ont été identifiés au niveau du 
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domaine de liaison aux séquences ARE dans les cellules hépatiques HepG2 en réponse au t-

BHQ (Zhu and Fahl, 2001). CBP se lie à Nrf2 au niveau des deux domaines Neh4 et Neh5 

(Katoh et al., 2001). Le complexe p300/CBP permet le recrutement de l'ARN polymérase II 

favorisant ainsi la transcription des gènes. Sun et al., ont montré dans un modèle de cellules 

rénales HEK293T traitées par de l'arsenic trivalent [As(III)] que le complexe p300/CBP 

possède une activité histone acétyltransférase intrinsèque permettant l'acétylation des 

résidus lysine de Nrf2. Ils ont montré que le domaine de liaison à l'ADN, Neh1, possède la 

majorité de ses lysines acétylées (Sun et al., 2009a). CBP, en acétylant Nrf2, favorise ainsi la 

liaison de Nrf2 aux séquences ARE au niveau des promoteurs des gènes de phase II tels que 

nqo-1. La mutation des Lys588 et Lys591 diminuent l'activité transcriptionnelle des gènes 

cibles de Nrf2. Enfin, la désacétylation de Nrf2 par la désacétylase situin1 (SIRT1) résulte d'un 

export nucléaire de Nrf2 vers le cytoplasme se traduisant par une diminution de la 

transcription des gènes cibles de Nrf2 (Kawai et al., 2011).  

Cependant, d’autres études montrent que la désacétylation de Nrf2 par l'histone 

désacétylase 2 (HDAC2) permet sa stabilité et par conséquent une augmentation de la 

transcription de ses gènes antioxydants (Biswal et al., 2012). Pour mimer l'activité de 

l'HDAC2 comme celle retrouvée dans la maladie de la bronchopneumopathie chronique 

obstructive (BPCO), des cellules de la lignée BEAS2B ont été traitées par la trichostatine A 

(TSA), un inhibiteur non sélectif des HDAC (Mercado et al., 2011). Mercado et al., montre que 

Nrf2 est associé à HDAC2. Cette dernière inhibe la dégradation de Nrf2 en désacétylant ses 

résidus lysines. L'inhibition de l'activité de l'HDAC par la TSA, montre une augmentation de 

l'acétylation de Nrf2 dans les cellules pulmonaires BEAS2B 1 h à 2 h après l'incubation. 

Adenuga et al., ont montré que les poumons issus des souris nrf2-/- présentent une activité 

désacétylase HDAC2 beaucoup plus réduite que dans les souris nrf2+/+. L'exposition des souris 

nrf2-/- à la fumée de cigarette pendant trois jours consécutifs montre une diminution de 

l'expression protéique de l'HDAC2 dans les poumons associée à une inflammation pulmonaire 

plus importante par rapport aux souris sauvages. Ces souris déficientes en nrf2 ont également 

montré une résistance au traitement anti-inflammatoire stéroïdien par le Budesonide 

(Pulmicort®) contrairement aux souris sauvages (Adenuga et al., 2010). 

2.6.3. Ubiquitination et phosphorylation du senseur naturel de Nrf2 

Keap1 peut aussi être une cible d'ubiquitination via la Cul3, induisant ainsi l'activation de 

la voie Nrf2/Keap1. Deux études ont montré que des activateurs de Nrf2 tel que le t-BHQ et le 
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N-iodoacetyl-N-biotinylhexylenediamine (IAB), sont capables d'ubiquitiner Keap1 (Hong et 

al., 2005; Zhang et al., 2005). L'IAB ubiquitine la Lys298 située dans le domaine IVR de Keap1 

(Hong et al., 2005). A l'état basal la phosphorylation constitutive de la Tyr141 de Keap1 est 

essentielle pour sa stabilisation. Stabilisé, Keap1 se dimérise avec Nrf2 et favorise sa 

dégradaton via le protéasome. Cependant, le stress oxydant ou électrophile induit la 

déphosphorylation de la Tyr141 de Keap1 rendant ainsi Keap1 instable et non fonctionnel. 

Nrf2 se détache alors de Keap1 et transloque vers le noyau (Jain et al., 2008). Par ailleurs, le 

traitement des cellules HepG2 par le t-BHQ induit la phosphorylation de la Tyr85 de Keap1. 

Cette phosphorylation contrôle l'export de Keap1 vers le noyau sous forme d'un complexe 

Keap1/Cul3/Rbx1 (Kaspar et al., 2012).  

2.7. La régulation indirecte de la voie Nrf2/Keap1 

Différentes protéines sont impliquées dans la régulation de la voie Nrf2/Keap1. Certaines 

protéines modifient le complexe en interagissant soit avec Nrf2 soit avec Keap1 au niveau 

cytoplasmique ou nucléaire.  

2.7.1. Les protéines partenaires de Keap1  

S La prothymorsine alpha  

Plusieurs protéines, autres que Nrf2, sont décrites interagissant avec Keap1. Parmi ces 

protéines, la prothymorsine alpha (PTMa), une protéine ubiquitaire de faible PM (12.1 kDa), 

se lie à la région C-terminale du domaine Kelch de Keap1 et assure ainsi sa translocation 

nucléaire. Niture et Jaiswal montrent que si la majorité de Keap1 est majoritairement 

exprimée dans le cytoplasme des cellules hépatiques murines Hepa-1, 10% à 15% de Keap1 

est retrouvé dans le noyau. La translocation nucléaire de Keap1 se fait toujours sous forme de 

complexe avec les protéines Cul3 et Rbx1 et nécessite l'association de Keap1 à PTMa. Une fois 

dans le noyau, le complexe Keap1/Cul3/Rbx1 se dissocie de PTMa et se lie à Nrf2. La liaison 

de Nrf2 au complexe Keap1/Cul3/Rbx1 assure son ubiquitination et sa dégradation au niveau 

nucléaire (Niture and Jaiswal, 2009). Ce mécanisme est observé au cours de la phase tardive 

de phosphorylation de Nrf2 par la tyrosine kinase Fyn sur sa Tyr 568 qui est nécessaire pour 

la liaison de Nrf2 à Keap1 dans le noyau et l’export du complexe vers le cytoplasme (Jain and 

Jaiswal, 2006). 
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S  La kayryophérine a6 

La protéine kayryophérine a6 (KPNA6) appelée aussi importine a7, protéine adaptatrice 

du transport nucléo-cytoplasmique est aussi décrite comme une protéine d'import nucléaire 

de Keap1. Sun et al., ont montré qu'à l'état basal, Keap1 se déplace constamment entre le 

cytoplasme et le noyau. Le motif armadillo (ARM) (a.a 108-536) du domaine C-terminal de 

KPNA6 interagit avec la région C-terminale du domaine Kelch de Keap1 (a.a 325-609). Une 

fois Nrf2 libéré de Keap1 en réponse au t-BHQ, KPNA6 interagit avec le domaine Kelch de 

Keap1 et assure sa translocation dans le noyau. Pour établir l'homéostasie cellulaire, Keap1 se 

lie à Nrf2 dans le noyau et le complexe Nrf2/Keap1 est transporté vers le cytoplasme grâce 

aux domaines d'export NES de Keap1 (Sun et al., 2011) (Figure 62).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 62 : La voie Nrf2/Keap1 régulée par l'importine a7 (Sun et al., 2011) 

S  L'IKKβ 

L'IκB kinase β ou l'IKKβ, l'activateur naturel du facteur de transcription Nuclear Factor 

(NF)-κB, est aussi identifié comme partenaire de Keap1. NF-kB, formé de deux sous-unités 

p50 et p65, est impliqué différents mécanismes cellulaires tels que l'inflammation. Son 

activité peut être régulée par la production intracellulaire d'ERO. IKKb régule positivement la 

voie NF-κB en ciblant IkBa, inhibiteur naturel de NF-kB, L'IKKb phosphoryle les deux résidus 

sérines d'IkBa (Ser32 et Ser36) favorisant sa dégradation via le protéasome. En parallèle, 
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IKKb phosphoryle la sous-unité p65 de NF-kB favorisant son activation. L'hétéro-dimère 

p50/p65, constituant la forme classique de la voie NF- kB, transloque vers le noyau où il va se 

fixer au niveau de l'ADN pour induire la transcription de gènes impliqués dans l'inflammation 

ou l'angiogenèse tels que la cox-2, l'inos et la cyclin d1 (Tian et al., 2012) (Figure 63). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
Figure 63 : La régulation de la voie NF-kB par Keap1 (Tian et al., 2012)  

Lee et al., ont décrit que Keap1 inhibe la voie NF-κB grâce à sa liaison avec IKKβ au niveau 

de son motif ETGE (NQE36TGE39) ressemblant à celui de Nrf2 (DEE79TGE82) (Lee et al., 

2009). 

S  La sous-unité p65 du facteur de transcription NF-κB 

En plus de son interaction avec l'IKKb, Keap1 peut interagir avec la sous-unité p65 de NF-

κB. Yu et al., ont montré, dans les cellules HEK293, que le domaine C-terminal de Keap1 (a.a 

1-312) est associé à p65. Cette association entre p65 et Keap1 régule négativement Nrf2 en 

inhibant sa liaison aux séquences ARE dans le noyau. Ceci se traduit par une inhibition de 

l'expression des gènes cibles de Nrf2 tels que gclc, gclm, ho-1, nqo-1, sod et trx en présence de 



- Introduction – Partie III - 

145 
 

p65. Cette inhibition est levée en utilisant un inhibiteur pharmacologique de l'IKKb [BAY 11-

7082]. La surexpression de p65 favorise la translocation nucléaire de Keap1 et 

l'ubiquitination de Nrf2 permettant ainsi sa dégradation (Yu et al., 2011). 

S La phosphoglycérate mutase 5, Bcl-xl et Bcl-2 

Lo et Hannink ont montré la présence d'un complexe ternaire comprenant Nrf2, Keap1 et 

la phosphoglycérate mutase 5 (PGAM5) au niveau mitochondrial. La PGAM5 est une 

sérine/thréonine phosphatase se trouvant au niveau de la membrane externe de la 

mitochondrie. Dans les cellules rénales HEK293T, la présence du complexe Keap1/PGAM5 

dans la mitochondrie (Lo and Hannink 2008) montre que le motif NxESGE (a.a 77–82) de la 

région N-terminale de PGAM5 est lié à Keap1. La liaison de PGAM5 à Keap1 favorise son 

ubiquitination et sa dégradation via le protéasome. Cette dégradation est inhibée lorsque les 

cellules cancéreuses MDA-MB-231 sont traitées par le sulforaphane ou le t-BHQ (Lo and 

Hannink 2006). Par son domaine C-terminal, PGAM5 peut aussi s'associer à la protéine anti-

apoptotique Bcl-xl. Niture et al., ont montré que Keap1 contrôle ainsi la dégradation de Bcl-xl 

et de PGAM5 via le protéasome. La liaison de Keap1 et de Bcl-xl nécessite la présence de 

PGAM5. Le complexe Nrf2/INrf2/PGAM5/Bcl-xl est présent au niveau mitochondrial et a pu 

être identifié par un marquage immuno-histochimique (Niture and Jaiswal, 2011a). 

En plus de sa liaison à Bcl-xl, Keap1 via son domaine DGR peut aussi se lier à la protéine 

anti-apoptotique Bcl-2 via son domaine BH2. Cette liaison induit ainsi l'ubiquitination et la 

dégradation de Bcl-2 par le protéasome. Le traitement des cellules murines Hepa-1 par le t-

BHQ conduit à une dissociation entre Keap1 et Bcl-2. Cette dissociation favorise la 

phosphorylation de la Ser70 de Bcl-2. Ainsi, le pré-traitement des cellules cancéreuses A549 

par le t-BHQ, suivi d'un traitement par l'étoposide, un carcinogène toxique, ou par les rayons 

UV, induit la phosphorylation de Bcl-2. Bcl-2, ainsi stabilisée, contrôle la survie des cellules 

cancéreuses pré-traitées par le t-BHQ (Niture and Jaiswal, 2011b) (Figure 64). 
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Figure 64 : La régulation de Bcl-2 par Keap1 (Tian et al., 2012) 

S La protéine de choc thermique Hsp90  

La protéine de choc thermique Hsp90 (Heat shock protein 90) participe également à la 

régulation de la voie Nrf2/Keap1. Niture et al., ont montré que Keap1, peut se lier à la 

protéine Hsp90 via son domaine N-terminal tandis que la protéine Hsp90 se lie via son 

domaine CLD (charged linker domain). La phosphorylation de la thréonine (Thr) 55 de Keap1 

par la CK2 est indispensable pour l'interaction de Keap1 avec l'Hsp90 (Niture and Jaiswal, 

2010). 

S La protéine p62 

La protéine p62 est une protéine jouant un rôle important dans le mécanisme de 

l'autophagie. P62 interagit aussi avec Keap1. Cette interaction se fait via le motif DPSTGE (a.a 

349-354) de la région KIR (Keap1 interacting region) de p62 et le domaine Kelch de Keap1. 

Cette liaison favorise la stabilisation de Nrf2 inhibant ainsi son ubiquitination et sa 

dégradation. La surexpression de p62 dans les cellules HEK293T augmente l'expression 

protéique de Nrf2 et l'expression génique de ho-1, nqo1, gclm et mrp2 (Lau et al., 2010) 

(Figure 65). 
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Figure 65 : La régulation de la voie Nrf2/Keap1 par p62 (Komatsu et al., 2010) 

2.7.2. Les protéines partenaires de Nrf2 

Nrf2 possède d’autres protéines partenaires qui régulent positivement son expression et 

assurent sa stabilité. Parmi ces partenaires, la protéine p21 et la cavéoline. 

S La protéine P21 

La protéine p21Cip1/WAF1 régule plusieurs mécanismes cellulaires tels que l'apoptose. En 

réponse à un stress oxydant, l'expression de p21 est augmentée pour favoriser la survie 

cellulaire. Chen et al., ont montré que p21, via son motif KRR de son domaine C-terminal, peut 

interagir avec le motif DLG de Nrf2. De plus, l'augmentation de l'expression de Nrf2 est 

médiée par p21. Ainsi, à l'état basal, les MEF issus des souris nrf2+/+ puis transfectées avec des 

ARN interférents (siRNA) p21 montrent une diminution de l'expression protéique de Nrf2 et 

de l'expression des gènes cibles de Nrf2 tels que nqo-1 et ho-1 par rapport aux cellules 

contrôles. L'expression protéique diminuée de Nrf2 a été aussi observée dans les cellules 

cancéreuses HCT116 transfectées par des siRNA p21 à l'état basal et en réponse au t-BHQ ou 

au sulforaphane. Dans les mêmes conditions, les expressions géniques de nqo1, gpx2, mrp2 

ont été aussi diminuées. De plus, les foies issus de souris p21-/- traitées ou non par le BHA 

pendant 12 h montrent une expression protéique plus réduite de Nrf2, de NQO1 et de HO-1 

comparées aux foies de souris p21+/+ (Chen et al., 2009) (Figure 66). 
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Figure 66 : La régulation de la voie Nrf2/Keap1 par p21 [figure modifiée à partir de 
(Stepkowski and Kruszewski, 2011) 

S La cavéoline-1 

Récemment, la cavéoline-1 (cav-1) a été identifiée comme étant un partenaire de liaison à 

Nrf2. La cavéoline-1 est une protéine membranaire retrouvée dans les cavéoles. Les cavéoles 

sont des invaginations de la membrane plasmique riches en lipides et en cholestérol. Elles 

sont impliquées dans l'endocytose et le transport lipidique. La cav-1 est retrouvée dans les 

cellules épithéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes et les adipocytes. 

Récemment, Volonte et al., ont montré que cav-1, via son domaine CSD [(Caveolin-1 

Scaffolding Domain), a.a 82-101], peut se lie au domaine CBD [(Caveolin-1 Binding Domain), 

a.a 281-289] de Nrf2 situé entre le domaine Neh5 et Neh6. Ils démontrent aussi que cav-1 est 

l'inhibiteur endogène de Nrf2. En effet, le traitement des cellules MEF cav-1-/- pendant 24 h, 

par le menadione, composé générant des radicaux libres et activateur de Nrf2, induit une plus 

forte expression génique de nqo-1 par rapport aux cellules sauvages. A l'état basal, la cav-1 

séquestre Nrf2 dans les cavéoles et le noyau des MEF. En revanche, en réponse à un stress 

oxydant tel que l'H2O2 pendant 48 h, la translocation totale de Nrf2 vers le noyau est permise 

(Volonte et al., 2013). 

Par ailleurs, Zheng et al., ont montré que le traitement, par l'EGCG, des cellules 

endothéliales porcines invalidées par des siRNA cav-1 induit une plus forte expression 
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protéique de Nrf2 dans le noyau par rapport aux cellules contrôles. De plus, la liaison de Nrf2 

aux séquences ARE était plus augmentée dans les cellules siRNA cav-1 que les cellules 

contrôles (Zheng et al., 2012). Li et al., montre que la cav-1 inhibe l'expression des gènes 

antioxydants via son interaction avec Nrf2. En effet, le traitement, par le 4-HNE, des cellules 

épithéliales pulmonaires Beas-2B invalidées en cav-1 par des ARN interférents induit une 

plus forte expression protéique des gènes cibles de Nrf2 tels que HO-1, NQO1 et GCLC par 

rapport aux cellules contrôles. Cette forte expression protéique a été aussi observée dans les 

fibroblastes issus de souris cav-1-/- traitées avec le 4-HNE en comparaison avec les souris 

sauvages. Ils ont également montré que le traitement des cellules Beas-2B par le 4-HNE 

montre une augmentation de l'expression protéique de Nrf2 dans le cytoplasme associée à sa 

diminution nucléaire (Li et al., 2012a).  

S La protéine DJ-1  

La protéine DJ-1 ou PARK7 (parkinson protein 7), jouant un rôle dans les maladies 

neurodégéneratives telles que la maladie de Parkinson, régule positivement Nrf2. DJ-1 

protège les cellules neuronales contre le stress oxydant via l'oxydation de ses trois cystéines 

Cys46, Cys56, and Cys106. La présence d'une séquence ARE putative au niveau du promoteur 

du gène dj-1 a pu être identifiée (Bitar et al., 2012).  

La perte de DJ-1 conduit à la maladie de Parkinson (Ariga et al., 2013). DJ-1 stabilise 

l'expression protéique de Nrf2 en entrant en compétition avec Keap1 et inhibe sa liaison à 

Nrf2. En effet, dans les cellules de carcinome hépatique humain (HUH7), l'invalidation de dj-1 

par des siRNA montre une forte diminution de l'expression protéique de Nrf2 par rapport aux 

cellules contrôles (Clements et al., 2006). DJ-1 a été aussi décrite dans la maladie de BPCO. 

Chez les patients atteints de BPCO, DJ-1 est défectueuse. En réponse au stress oxydant produit 

par la fumée de cigarette au niveau pulmonaire, DJ-1 est oxydée au niveau de son résidu 

cys106. Cette modification conformationnelle de Dj-1 permet sa dégradation via le 

protéasome induisant ainsi une diminution de la stabilisation de Nrf2 favorisant sa 

dégradation (Malhotra et al., 2008) (Figure 67). 
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Figure 67 : La régulation de Nrf2 par DJ-1 (Boutten et al., 2010) 

3. Le rôle fonctionnel de Nrf2 

3.1. Le rôle de Nrf2 dans la fonction cellulaire 

3.1.1. Mécanisme de survie 

Comme décrit précédemment, Nrf2 est un facteur de transcription important régulant de 

nombreux gènes parmi lesquels se trouvent les gènes antioxydants et les enzymes de 

détoxication de phase II. Nrf2 assure ainsi une protection cellulaire contre le stress oxydant et 

les attaques électrophiles en empêchant l'apoptose (Niture et al., 2010; Niture et al., 2013). 

L'apoptose est une mort cellulaire programmée de la cellule caractérisée par des 

modifications morphologiques telles qu'une condensation de la chromatine, une 

fragmentation de l'ADN et un bourgeonnement de la membrane appelé blebbing (Kroemer et 

al., 2009). Différentes études ont montré alors le rôle de Nrf2 dans la protection cellulaire. Ses 

gènes cibles tels que bcl-2, bcl-xl et ho-1 également décrits comme jouant un rôle protecteur 

dans la survie cellulaire. 

Ainsi, les études visant à étudier le rôle de Nrf2 dans la survie ont souvent utilisé des 

modèles de souris nrf2-/-. Ces souris sont viables et reproductibles. En revanche, elles 
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présentent une sensibilité accrue lorsqu’elles sont exposées aux molécules toxiques ou à un 

stress oxydant (Itoh et al., 1997). La première étude réalisée par Enomoto et al., montre que 

les souris nrf2-/- présentent une hépatotoxicité plus importante à l’exposition au paracétamol. 

Cette étude a montré une mortalité uniquement chez les souris nrf2-/- traitées par le 

paracétamol (300 mg/kg) pendant deux à quatre mois. En revanche, les souris nrf2+/+ n’ont 

montré qu’une hépatotoxicité sévère non mortelle. Cette hépatotoxicité sévère est dû à la fois 

à l'augmentation de l’expression de l’enzyme de phase II, l’UGT1A6, et l'augmentation de 

l’excrétion du paracétamol via une activation dépendante de Nrf2 (Enomoto et al., 2001). Le 

paracétamol induit aussi l'accumulation nucléaire de la protéine Nrf2 dans les cellules 

hépatiques issues de souris traitées. Cette activation induit la production de gluthation (GSH) 

permettant ainsi l’élimination du paracétamol (Goldring et al., 2004). 

Zhu et al., ont démontré que les cellules stromales de la moelle osseuse provenant des 

souris nrf2-/- stimulées par le 4-HNE et le 1,4-benzoquinone, molécule produite au cours du 

métabolisme du benzène, présentent une cytotoxicité plus élevée que les cellules stromales 

nrf2+/+ (Zhu et al., 2006). Cette cytotoxicité est associée à une augmentation de la quantité de 

lactate déshydrogénase (LDH), une enzyme cytosolique. Les fibroblastes embryonnaires 

murins (MEF) dérivés des souris nrf2-/- présentent également une mortalité plus élevée en 

réponse au ménandione, un inducteur d’ERO (Kwak et al., 2004) ou en réponse au cisplatine, 

un agent anticancéreux cytotoxique (Cho et al., 2008). 

Merchant et al., ont également montré que Nrf2 joue un rôle au cours de l’hématopoïèse et 

dans la survie des cellules souches hématopoïétiques. Ces dernières issues de progéniteurs 

(HSPC) de souris nrf2-/- étaient plus sensibles à l’apoptose induite par H2O2 que les HSPC 

nrf2+/+. Dans cette étude, aucune production d’ERO à l’état basal dans les cellules déficientes 

pour le gène nrf2 n’a été observée (Merchant et al., 2011). En revanche, une étude récente 

montre le rôle de Nrf2 dans le contrôle de l’homéostasie redox. A l’état basal, les DC issues de 

souris nrf2-/- sont capables de produire des ERO et présentent un taux de GSH plus faible que 

les DC nrf2+/+ (Aw Yeang et al., 2012). Cette production d’ERO était plus élevée dans les DC 

nrf2-/- en réponse à l’H2O2 ou au LPS (Aw Yeang et al., 2012).  

Le rôle protecteur de Nrf2 au niveau de la peau contre les rayons UVB a été évoqué 

(Schafer et al., 2010). Des souris transgéniques exprimant constitutivement Nrf2 sous sa 

forme active (caNrf2) dans les KC de l’épiderme ont été utilisées. Ces souris présentent une 

diminution du nombre de KC apoptotiques lorsqu’elles sont exposées aux rayons UVB par 

rapport aux souris contrôles. Cette protection est due, d’une part, à une augmentation de 
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l’expression des gènes cibles de Nrf2 tels que nqo1, gs, gsr et autres. D’autre part, cette 

protection est aussi due à une diminution de la production d’ERO dans le KC (Schafer et al., 

2010). Ces souris caNrf2 montrent un épaississement épidermique, une hyperkératose et une 

inflammation ressemblant à une ichtyose lamellaire, maladie cutanée caractérisée par la 

présence de squames contrairement aux souris contrôles. La surexpression de Nrf2 pourrait 

ainsi altérer l'homéostasie cutanée via une augmentation de l'expression de gènes 

antioxydants tels que gclm, gclc, gsta3 et nqo1 (Schafer et al., 2012).  

Une autre étude montre que les souris nrf2-/- exposées aux rayons UVB développe une 

inflammation cutanée plus importante que celle observée chez les souris nrf2+/+. Cette 

inflammation se caractérise par un épaississement important de la peau après exposition aux 

rayons UVB. Le nombre de cellules apoptotiques au niveau de l'épiderme des souris nrf2-/- est 

deux fois ou neuf fois plus élevé après 8 h ou 8 jours d'exposition aux rayons UVB, 

L'application cutanée du sulforaphane après 8 h ou 8 jours d'exposition aux rayons UVB a 

permis une réparation de la peau vers son état basal uniquement chez les souris nrf2+/+ (Saw 

et al., 2011). Une autre étude effectuée a montré que Nrf2 assure une protection cellulaire en 

réponse aux rayons UVA (Tian et al., 2011).  

La stabilisation de Nrf2 par le t-BHQ confère aux cellules neuronales une protection 

contre le stress oxydant. Ainsi, la surexpression de Nrf2 dans les cellules neuronales (IMR-32) 

montre une diminution de la mortalité de ces cellules lorsqu’elles sont traitées avec l’H2O2 par 

rapport aux cellules ne surexprimant pas Nrf2 (Li et al., 2005). 

Un rôle neuroprotecteur du gène cible de Nrf2, ho-1, a été également montré par Kaizaki 

et al., en 2006. En effet, les cellules murines neuronales (HT22) transfectées par des siRNA 

ho-1 en présence de H2O2 ou de 4-HNE montrent une toxicité augmentée comparée à celles 

des cellules contrôles. Cette toxicité est observée par une diminution du pourcentage de 

cellules vivantes dans les cellules invalidées en ho-1 par rapport aux cellules contrôles 

(Kaizaki et al., 2006).  

Récemment, il a été montré que l’éthyl pyruvate (EP), un intermédiaire métabolique du 

pyruvate connu pour ses propriétés anti-inflammatoires, induit l’expression protéique de HO-

1 (Jang et al., 2012). Dans un modèle murin de choc séptique, une ligature une ponction 

caecale (CLP ; cecal ligation and puncture) a effectuée chez des souris ho-1+/+ et ho-1-/- . Le 

traitement des souris ho-1+/+ CLP par l’EP montre une augmentation de leur taux de survie 

contrairement aux souris ho-1-/- CLP. Ces résultats montrent le rôle protecteur de HO-1, 

induite par l'EP, dans la survie des souris présentant une sépticémie (Jang et al., 2012).  
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En plus du rôle cytoprotecteur de Nrf2 contre les toxiques et les xénobiotiques via la 

transcription des gènes antioxydants et des enzymes de phase II, Nrf2 peut réguler 

transcriptionnellement l'apoptose via l'induction de gènes anti-apoptotiques tels que bcl-2 et 

bcl-xl (Niture and Jaiswal, 2012; Niture and Jaiswal, 2013). En effet, l’analyse du promoteur 

murin du gène bcl-2 a montré la présence de quatre séquences putatives ARE (AREr1, AREr2, 

AREr3 et AREF1) (Niture and Jaiswal, 2012). Et celle du promoteur murin du gène bcl-xl 

montre la présence deux séquences putatives d’ARE (ARE-F1 et ARE-F2). 

L'étude effectuée par Niture et al., a montré que le traitement des cellules hépatiques tant 

humaines (HepG2) que murines (Hepa-1), par le t-BHQ ou/et l’étoposide, induit l’expression 

génique et protéique de Bcl-2. Ils montrent également que le traitement des cellules Hepa-1 

avec le t-BHQ stabilise l’expression de Nrf2 et induit l’expression protéique de NQO1 et de 

Bcl-2 protégeant ainsi ces cellules contre l’agent cytotoxique étoposide en augmentant la 

survie cellulaire. Une diminution de l’expression protéique du cytochrome c mitochondrial, 

une augmentation de l’expression protéique du cytochrome c cytosolique et une diminution 

de l’activité caspase 3/7 sont mesurées lorsque les cellules ont été traitées avec l’étoposide 

puis le t-BHQ (Niture and Jaiswal, 2012). La stabilisation de Nrf2 dans les cellules Hepa-1 

traitées avec le t-BHQ montre une augmentation de l’expression protéique de Bcl-xl, une 

diminution de la protéine apoptotique Bax et une diminution de l’activité caspase 3/7 (Niture 

and Jaiswal, 2013). 

3.1.2. Mécanisme de mort cellulaire par autophagie 

L’autophagie est un mécanisme cellulaire qui consiste en la dégradation du cytoplasme de 

la cellule par les lysosomes. Ce mécanisme est essentiel pour la survie et l'homéostasie 

cellulaire (Levine and Kroemer, 2008). Ainsi, en plus de son rôle dans la régulation de 

l'apoptose, Nrf2 joue aussi un rôle dans l'autophagie. La protéine p62, le substrat sélectif de 

l'autophagie, constitue le lien entre l'autophagie et Nrf2. L'ATG7 (Autophagy-related protein 

7) est une protéine importante dans la formation de l'autophagosome. Komatsu et al., ont 

montré que l'absence d'autophagie chez les souris atg7-/- induit une accumulation plus 

marquée de p62 dans leurs hépatocytes par rapport aux souris sauvages. Cette accumulation 

plus marquée chez les souris atg7-/- est accompagnée d'un dommage hépatique et d'une forte 

induction des gènes antioxydants tels que nqo1 et gst. La protéine p62 se lie ainsi à Keap1 via 

son motif KIR (Keap1 interacting region) contenant une séquence STGE permettant la liaison 

de p62 à Keap1 au site du latch ou du loquet avec une affinité de liaison similaire à celle du 
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DLG de Nrf2 (Komatsu et al., 2010). Par ailleurs, la présence de 3 arginines, Arg380, Arg415 et 

Arg483, présentes au niveau du domaine Kelch de Keap1 sont nécessaire à l'interaction de 

p62 à Keap1. Ces mêmes arginines sont aussi essentielles à l'interaction entre Nrf2 et Keap1 

impliquant ainsi une compétition entre p62 et Nrf2 (Lau et al., 2010). Récemment, il a été 

montré que la fumée de cigarette induit l'autophagie via Nrf2 dans les cellules épithéliales 

pulmonaires. Ils montrent que Nrf2 régule négativement l'autophagie par la diminution de 

l'expression protéique de LC3B-I et LC3B-II, deux marqueurs de l'autophagie. Ainsi, 

l'invalidation de Nrf2 ou de Keap1 dans les cellules épithéliales par siRNA montre une 

diminution de l'expression protéique de LC3B-I ou une augmentation de LC3B-II, 

respectivement, en présence de l'extrait de fumée de cigarette. En revanche, la surexpression 

de p62 diminue l'expression de LC3B en réponse à l'extrait de fumée de cigarette. Ces 

résultats montrent que Nrf2 régule négativement l'expression de LC3B en réponse à l'extrait 

de fumée de cigarette via la surexpression de p62 (Zhu et al., 2013). 

3.2. Le rôle de Nrf2 dans le contrôle de la réponse inflammatoire 

La voie Nrf2/Keap1 est impliquée dans le contrôle de pathologies à composante 

inflammatoire, telles que l'arthrite rhumatoïde, l’asthme, l'athérosclérose, la fibrose 

pulmonaire, l’emphysème, l'inflammation cérébrale comprenant les maladies 

neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (Singh et al., 

2010). Les sources d’inflammation sont nombreuses et diverses. Elles incluent les infections 

virales et microbiennes ; l’exposition aux allergènes, aux radiations et aux toxiques chimiques 

(Reuter et al., 2010). 

Une dérégulation de la voie Nrf2/Keap1 renforce la susceptibilité non seulement au stress 

oxydant et électrophile, mais également à l’inflammation. Il existe 2 stades dans 

l’inflammation : aiguë et chronique (Reuter et al., 2010). Durant la phase précoce de 

l’inflammation, l’activation de Nrf2 inhibe la production de médiateurs inflammatoires 

comme des cytokines telles que le TNF-α et l'IL-6, des chimiokines telles que le MCP-1, des 

molécules d’adhésion cellulaires telles que VCAM-1 et ICAM-1, des matrix métalloprotéinases 

telles que MMP-7, de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2), et inhibe aussi l’induction de l’oxyde 

nitrique synthase (Kim et al., 2009).  

En réponse au LPS bactérien, les PN péritonéaux issus de souris nrf2-/- induisent une plus 

forte production d'ERO, de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et l'IL-6 et de 

chimiokines pro-inflammatoires telles que MCP-1 et MIP-2 comparée aux souris sauvages. 
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Cette production d'ERO, de cytokines et de chimiokines était diminuée uniquement dans les 

PN nrf2+/+ pré-traitées avec un triterpénoïde de synthèse inducteur de Nrf2, le 1-[2-cyano-3-

,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oyl]imidazole (CDDO-Im) (Thimmulappa et al., 2006b). Les 

souris nrf2-/- ayant une septicémie par l'administration du LPS au niveau péritonéal 

présentent une mortalité plus élevée par rapport aux souris sauvages. Ces souris nrf2-/- ayant 

une septicémie montrent aussi une plus forte inflammation pulmonaire caractérisée par une 

augmentation du nombre de macrophage et de PN dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA) 

que celle comparée au LBA de souris nrf2+/+ (Thimmulappa et al., 2006a). Ainsi Nrf2 contrôle 

la réaction inflammatoire pulmonaire.  

L’inflammation pulmonaire comprend le syndrome de détresse respiratoire aiguë, BPCO, 

l’asthme, l’emphysème et la fibrose pulmonaire (Boutten et al., 2011). Les cytokines telles que 

l’IL-10, l’IL-6, l’L-1β ou le TNF-α, les chimiokines telles que le CXCL-9, le CXCL-10 ou le CCL-6; 

et les molécules d’adhésion cellulaires comme VCAM-1 sont également augmentées chez les 

souris nrf2-/- comparées aux souris nrf2+/+ (Thimmulappa et al., 2006a).  

L’emphysème pulmonaire est caractérisé par une rupture de l’architecture alvéolaire et 

un élargissement des espaces alvéolaires dû à une destruction des parois alvéolaires. Il 

s’accompagne par une accumulation de cellules inflammatoires comme des macrophages ou 

des PN dans les voies aériennes et le parenchyme pulmonaire (Kim et al., 2010). L'étude 

clinique effectuée par Goven et al., chez des patients atteints d’emphysème pulmonaire post-

tabagique montre que la diminution de l’expression nucléaire de Nrf2 dans les macrophages 

alvéolaires, associée à une diminution de l’expression génique des enzymes antioxydantes 

telles que ho-1, gpx2 et nqo1, est en corrélation avec la sévérité de la maladie (Goven et al., 

2008). De plus, l'étude effectuée par Artaud-Macari et al., montre que le sulforaphane via 

l'activation de Nrf2 diminue le dommage induit par le stress oxydant dans la maladie de 

fibrose pulmonaire idiopatique. Ainsi, l'effet antifibrotique et antioxydant du sulforaphane 

n'est observé que dans les fibroblastes pulmonaire issus de patients atteints de fibrose 

pulmonaire contrairement à ceux transfectés par des siRNA. Cet effet antifibrotique est 

caractérisé par une diminution de l'expression protéique du collagène I et l'a-actine du 

muscle lisse, deux protéines impliquées dans la maladie de fibrose pulmonaire (Artaud-

Macari et al., 2013). 

Les souris nrf2-/- sont plus sensibles à l’emphysème induit par l’élastase ou la fumée de 

cigarette, et montrent une inflammation broncho-alvéolaire plus prononcée avec des 

marqueurs élevés du stress oxydant et de cellules apoptotiques en comparaison avec les 
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souris sauvages (Rangasamy et al., 2004). De plus, l’expression de plusieurs enzymes 

antioxydantes telles que HO-1 et NQO-1 est diminuée dans les poumons et tout 

particulièrement dans les macrophages de souris nrf2-/-. Par ailleurs, la transplantation de 

moelle osseuse de souris nrf2+/+ à des souris nrf2-/- retarde le développement de 

l’inflammation pulmonaire et de l’emphysème, suite à l’instillation intra-trachéale d’élastase 

(Ishii et al., 2005). 

Malhotra et al., ont montré que les macrophages alvéolaires de patients atteints BPCO et 

résistants au traitement par les glucocorticoïdes tels que la dexaméthasone, possèdent une 

HDAC2 S-nitrosylée sur ses Cys262 et Cys274. Afin de mimer cette pathologie (BPCO), des 

souris nrf2+/+ et nrf2-/- ont été exposées à la fumée de cigarette pendant un mois et traitées ou 

non par le sulforaphane pendant 3 jours consécutifs. Les macrophages alvéolaires isolés à 

partir du lavage bronchoalvéolaire (BAL) de souris nrf2+/+ traitées par le sulforapahne ont 

une HDAC2 dénitrosylée. Ainsi le sulphorane en activant Nrf2 restore l’activité de l’HDAC2 

(sous sa forme dénitrosylée) et augmente le GSH intracellulaire. Le sulforafane a aussi permi 

la restauration de la sensibilité de ces macrophages alvéolaires à la dexaméthasone. Ceci n'a 

été observé que chez les souris nrf2-/- (Malhotra et al., 2011).  

L'inflammation cérébrale est la cause principale des maladies neurodégénératives qui 

réduit la viabilité des neurones. Elle induit une augmentation des cellules immunitaires du 

système nerveux central telles que les cellules microgliales possédant une fonction 

phagocytaire. Ces cellules sont capables de produire des ERO afin d'éliminer les pathogènes 

(Singh et al., 2010). 

Plusieurs études mettent en évidence la pertinence de Nrf2 dans la protection des 

neurones dopaminergiques. Une étude a démontré une connexion moléculaire entre Nrf2 et 

DJ-1, un gène altéré dans les formes familiales de maladie de Parkinson. DJ-1 est une protéine 

ubiquitaire exprimée dans les mitochondries ayant des propriétés antioxydantes. Clements et 

al., ont montré que DJ-1 interagit avec Nrf2 empêchant ainsi son interaction avec Keap1 et par 

conséquent sa dégradation. Une mutation de DJ-1, comme retrouvée dans la maladie de 

Parkinson, entraine l’instabilité de Nrf2 et sa dégradation excessive (Clements et al., 2006). 

Une étude récente montre l'effet neuroptotecteur observé par l'induction de l'expression 

protéique de Nrf2 ainsi que les protéines antioxydantes et les enzymes de phase II telles que 

la GCLC, la GCLM, la GR, l'HO-1 et la NQO1 en réponse aux activateurs de Nrf2, les 

terpénoïdes, dans les cellules du neuroblastome humain (SHSY5Y), les cellules hépatiques et 

cérébrales. Ces terpénoïdes diminuent le stress oxydant et l'inflammation cérébrale induite 
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par une molécule neurotoxique, le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) 

(Kaidery et al., 2013).  

Le déséquilibre de l’équilibre stress oxydant / antioxydants est une des premières 

manifestations de la maladie d’Alzheimer, qui précède la dégénérescence neurofibrillaire. 

Dans des conditions non pathologiques, Nrf2 est exprimé dans l’hippocampe tant dans le 

cytoplasme que le noyau des neurones. Par immunohistochimie, une étude post-mortem 

réalisée sur des cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer a pu montrer que 

Nrf2 était prédominant dans le cytoplasme des neurones de l’hippocampe. Cependant, Nrf2 

était faiblement exprimé dans le noyau et les plaques amyloïdes (Ramsey et al., 2007). Ils ont 

également montré une diminution significative l’expression protéique de Nrf2 dans le noyau 

des neurones et les astrocytes de patients atteints par la maladie d’Alzheimer. En revanche, le 

niveau cytoplasmique de Nrf2 était identique à celui des patients contrôles (Ramsey et al., 

2007). 
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Présentation du travail 

L'objectif de ce travail est d'étudier (1) le rôle du facteur de transcription Nrf2 dans le 

contrôle de la survie des DC et (2) son rôle dans le contrôle de la réponse inflammatoire 

d'origine allergique en réponse à des molécules chimiques.  

Bien que ces dernières années, de nombreuses études ont démontré le rôle clef de Nrf2 

dans le contrôle des réactions inflammatoires médiées par le stress oxydant, aucune étude n'a 

montré son rôle dans la réaction allergique. 

Dans la première partie de ce travail consistant à étudier le rôle de Nrf2 dans la survie 

cellulaire, des DC issues de progéniteurs murins de la moelle osseuse (BMDC) de souris 

nrf2+/+ et nrf2-/- ont été générées. Les deux molécules allergisantes, le DNCB et le CinA, ont été 

utilisées. 

Nous montrons que les BMDC nrf2-/- produisent deux fois plus d'ERO que les BMDC nrf2+/+ 

en réponse aux DNCB et CinA. Ces deux molécules induisent aussi une augmentation de la 

mort cellulaire des DC via l'activation des caspases impliquées dans la voie mitochondriale ou 

intrinsèque de l'apoptose. En effet, la mort cellulaire induite par le DNCB ou le CinA est 

caractérisée par : une augmentation de l’activité caspase 3/7 et une chute plus rapide du 

potentiel membranaire mitochondrial (DYm) dans les BMDC nrf2-/- comparées aux BMDC 

nrf2+/+. La neutralisation des ERO par la NAC, nous a permis de montrer que la mort induite 

par le DNCB est ERO dépendante celle induite par le CinA est ERO indépendante. La survie 

des DC est alors régulée par l'expression de bcl-2, un gène antiapoptotique, et des gènes 

antioxydants. L'analyse transcriptomique réalisée sur des BMDC nrf2+/+ et BMDC nrf2-/- 

traités par le DNCB ou le CinA à différents temps, nous a permis de montrer que Nrf2 joue un 

rôle d'activateur ou de répresseur de la transcription des gènes et ce en fonction de la 

molécule testée, du temps de traitement et du gène à transcrire. 

Ces résultats montrent alors que Nrf2 favorise la survie des DC via la transcription de bcl-

2 et des gènes antioxydants en réponse au DNCB et CinA. 

La seconde partie de ce travail a consisté à étudier le rôle du facteur de transcription Nrf2 

dans le contrôle des HSC en réponse aux molécules allergisantes. Pour ce faire, nous 

disposons de souris invalidées pour le gène codant pour nrf2. Ce modèle murin nous a permis 

de développer 2 tests expérimentaux : le Local Lymph Node Assay (LLNA) qui permet de 

mesurer la phase de sensibilisation et le Mouse Ear Sweling Test (MEST) qui permet de 
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mesurer à la fois la phase de sensibilisation et la phase d’élicitation. Plusieurs molécules ayant 

différentes réactivités chimiques ont été testées.  

 Nos résultats du MEST montrent que Nrf2 joue un rôle dans la phase d’élicitation et/ou de 

sensibilisation des réactions d'HSC mais également dans la phase d’irritation. Nous observons 

alors une réponse inflammatoire cutanée plus importante chez les souris nrf2-/- que chez les 

souris nrf2+/+ en réponse aux molécules allergisantes. De plus, les résultats du LLNA montrent 

bien que Nrf2 contrôle la prolifération lymphocytaire en réponse à différentes molécules 

allergisantes possédant des réactivités chimiques variées.  

 Afin d'adresser le rôle de Nrf2 dans la phase d’irritation, une molécule irritante, l'huile de 

croton, a été utilisée. Nos résultats montrent une réponse irritative plus importante chez les 

souris nrf2-/- que chez les souris nrf2+/+. 

 L'étude transcriptomique du tissu cutané des souris nrf2+/+ et nrf2-/- au cours de la phase 

de sensibilisation, nous a permis de montrer que Nrf2 régule divers gènes parmi lesquels des 

gènes antioxydants et des gènes impliqués dans la réparation cutanée. Ceux-ci se trouvent 

diminuer en réponse au DNCB.  

Comme l’irritation et la production d’ERO sont plus importantes chez les souris nrf2-/-, le 

rôle de Nrf2 en tant que senseur de signal de danger a été adressé. L'application d'un signal 

de danger tel que le nickel induit une réaction d'HSC uniquement chez les souris nrf2-/-.  

 Par ailleurs, afin d'adresser le rôle des DC dans la réponse immunologique inflammatoire 

et le rôle de Nrf2 dans les HSC induites par les molécules allergisantes, des transferts adoptifs 

de DC issues de souris nrf2+/+ ou nrf2-/- ont été réalisés dans les deux génotypes. Nos résultats 

montrent que les DC jouent un rôle clef dans la réaction inflammatoire d’origine allergique. 

En réponse aux molécules allergisantes, les souris nrf2-/- présentent une réponse 

inflammatoire exacerbée comparées aux souris nrf2+/+. Celle-ci pourrait être due à un défaut 

de fonction des Treg. En effets, nos résultats préliminaires montrent que les souris nrf2-/- 

présentent deux fois moins de Treg recrutés au niveau cutané comparées aux souris nrf2+/+ en 

réponse au DNCB. A l'issue de ce résultat, le rôle de Nrf2 dans la réponse tolérogène a été 

adressé. Ainsi, les souris nrf2-/- rendues tolérantes par le DNTB, molécule connue pour ses 

propriétés de tolérance, montrent un MEST positif et une exacerbation de la réponse 

inflammatoire d'origine allergique en réponse au DNCB comparées aux souris nrf2+/+. 

Cette étude montre que Nrf2, en contrôlant le seuil d'irritation cutané, joue un rôle dans la 

réaction inflammatoire d'origine allergique en régulant à la fois la phase de sensibilisation et 
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la phase d'élicitation. Nous montrons aussi que Nrf2 régule la tolérance cutanée. Par 

conséquent, Nrf2 jouerait le rôle de régulateur en réponse aux signaux de danger dans l'HSC. 
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Article 1 

ALLERGIC SKIN INFLAMMATION INDUCED BY CHEMICAL SENSITIZERS IS CONTROLLED 
BY THE TRANSCRIPTION FACTOR NRF2. 

 
Toxicological Sciences, 2013 Jul;134(1) :39-48. 

Zeina El Ali, Cedric Gerbeix, Patrice Hemon, Philipp R. Esser, Stefan F. Martin, Marc Pallardy & 
Saadia Kerdine-Römer 

Les réactions allergiques telles que les réactions d’HSC sont un problème de santé 

publique. L’incidence de ces réactions est estimée à 20% dans les pays industrialisés. Il s’agit 

d’une réaction inflammatoire aiguë qui survient suite à des expositions répétées d’une 

molécule allergisante avec la peau et dans laquelle les DC jouent un rôle essentiel. Les 

composés chimiques responsables de HSC sont majoritairement des haptènes, molécules de 

faibles poids moléculaires, qui ne deviennent immunogènes qu’après association stable avec 

des protéines. L’HSC est composée de deux phases : une phase de sensibilisation et une phase 

d’élicitation.  

Par ailleurs, ces mêmes molécules réactives sont capables de produire des espèces 

réactives de l’oxygène (ERO) générant ainsi un stress oxydant ou électrophile. Elles sont 

capables d'activer la voie de détoxication Nrf2/Keap1 en induisant l'accumulation de la 

protéine Nrf2 dans les cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques. Cette voie 

Nrf2/Keap1 est centrale pour la détection de composés électrophiles tant endogènes 

qu’exogènes.  

Afin d’étudier le rôle du facteur de transcription Nrf2 dans le contrôle des réactions d’HSC 

en réponse aux molécules allergisantes, des souris invalidées pour le gène codant pour nrf2 

ont été utilisées. Nous avons développé deux tests expérimentaux : le Local Lymph Node 

Assay (LLNA) permettant de mesurer la phase de sensibilisation et le Mouse Ear Sweling Test 

(MEST) qui permet de mesurer à la fois la phase de sensibilisation et la phase d’élicitation. 

Cinq molécules allergisantes ont été testées : deux molécules connues pour leur affinité pour 

les résidus cystéines, le dinitrochlorobenzène (DNCB) et le cinnamaldéhyde (CinA); une 

molécule connue pour sa réactivité mixte envers les résidus cystéines et lysines, l’isophorone 

diisocyanate (IPDI), une molécule réagissant spécifiquement avec les résidus lysines, 

l’anhydride trimélitique (TMA) et une dernière molécule irritante, l'huile de croton.  

Nos résultats du MEST montrent que le DNCB aux concentrations de 1% et 2% induit une 

augmentation de l’épaisseur des oreilles. Celle-ci est significative chez les souris nrf2-/- 

comparées aux souris nrf2+/+ aux temps 48 h, 72 h et 96 h après le rappel. La sensibilisation 
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des souris avec le DNCB aux concentrations non irritantes de 0,25% et 0,5% ou avec le CinA 

n’induit une augmentation de l’épaisseur des oreilles que chez les souris nrf2-/-. 

Par ailleurs, les résultats obtenus par le LLNA montrent que toutes les molécules allergisantes 

testées, et ce quelle que soit leur réactivité chimique, induisent une augmentation de la 

prolifération lymphocytaire chez les souris nrf2+/+ et nrf2-/-. Cependant, l’index de stimulation, 

pour une même concentration, est plus élevé chez les souris nrf2-/- comparées aux souris 

nrf2+/+.  

De plus, l’application cutanée d’un irritant tel que l'huile de croton (1%) induit une faible 

irritation, chez les souris nrf2+/+, qui est augmentée aux fortes concentrations (5% et 10%). 

Cette augmentation atteint un maximum 24 h après l'application de l’irritant puis diminue 

progressivement. Chez les souris nrf2-/-, la réponse irritative est plus élevée que celle 

observée chez les souris nrf2+/+ quelle que soit la concentration utilisée. Elle atteind un 

maximum d’augmentation de l’épaisseur de l’oreille dès 24 h d'application puis perdure. Ces 

résultats montrent que Nrf2 régule le seuil d'irritation qui est plus bas en son absence. 

   

 En résumé, ce travaille montre, pour la première fois, que Nrf2 contrôle la réponse 

inflammatoire d’origine allergique ainsi que la prolifération lymphocytaire en réponse aux 

molécules allergisantes, et ce quelle que soit la réactivité chimique. 
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Allergic contact dermatitis (ACD) is induced by low–molecu-

lar weight electrophilic chemicals and metal ions. Chemical con-

tact sensitizers trigger reactive oxygen species production and 

provoke electrophilic stress, leading to the accumulation of the 

transcription factor nuclear-related factor 2 (Nrf2) in innate 

immune cell types. The objective of this work was to identify the 

role of Nrf2 in the regulation of ACD. We used the local lymph 

node assay (LLNA) and the mouse ear swelling test (MEST) to 

study the role of Nrf2 in both the sensitization and elicitation 

phase in nrf2 knockout (nrf2−/−) and wild-type (nrf2+/+) mice. 

Five chemicals were used: two compounds known to react with 

cysteine residues, 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) and cinna-

maldehyde (CinA); one sensitizer known to exhibit mixed reac-

tivity to cysteine and lysine residues, isophorone diisocyanate; 

and one reacting speci#cally with lysine residues, trimellitic 

anhydride and croton oil, a well-known irritant. In the MEST 

assay, DNCB (1 and 2%) induced a signi#cant increase in ear 

thickness in nrf2−/− compared with nrf2+/+ mice, suggesting a role 

for Nrf2 in the control of the in$ammatory process. When DNCB 

was used at 0.25 and 0.5% or when mice were treated with CinA, 

in$ammation was found only in nrf2−/− mice. In the LLNA, all 

chemical sensitizers induced an increase of lymphocyte prolifer-

ation in nrf2−/− compared with nrf2+/+ mice for the same chemical 

concentration. These results reveal an important role for Nrf2 

in controlling ACD and lymphocyte proliferation in response to 

sensitizers.
Key Words: Nrf2; contact hypersensitivity; chemicals sensitiz-

ers; irritation; haptens.

Allergic contact dermatitis (ACD) is a common in&amma-

tory skin disease, with a prevalence of 15–20% in the general 

population (Thyssen et al., 2007). ACD is classi/ed as a delayed 

hypersensitivity reaction and is composed of two phases: the 

clinically silent sensitization phase and the in&ammatory elici-

tation phase. Innate immune cells including dendritic cells 

(DC) play a major role in the initiation of the antigen-speci/c 

primary immune response during the initial phase of sensitiza-

tion (Martin, 2012).

The development of ACD is promoted by skin contact irri-

tation (Uter et  al., 2005), leading to activation of the innate 

immune system (Kaplan et al., 2012; Martin et al., 2011). Skin 

irritation has the potential to impact on both the induction and 

the elicitation phase of ACD. Few decades ago, it has been con-

cluded that an adequate level of skin irritation was critical to the 

optimal development of skin sensitization (Magnuson, 1969).

Chemicals inducing ACD are small compounds called 

haptens, which have a molecular weight below 500 Da. 

Covalent interactions with proteins are required for chemicals 

to become immunogenic and to elicit a speci/c immune 

response (Lepoittevin, 2006). Full activation of DC is essential 

for the establishment of sensitization to haptens. Electrophilic 

and oxidative stress may be involved in this process (Ade et al., 

2009; Mizuashi et al., 2005). Indeed, reactive oxygen species 

(ROS) have been found to be produced following treatment with 

contact sensitizers such as 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) 

in cells like DC (Byamba et  al., 2010; Migdal et  al., 2010). 

In a mouse model of contact hypersensitivity (CHS), ROS 

are rapidly produced in the skin following contact sensitizer 

treatment and play a role in the oxidative and enzymatic 

degradation of the extracellular matrix component hyaluronic 

acid (HA) (Esser et al., 2012). Fragmentation of HA has been 

shown to be required for full activation of DC, and antioxidant 

treatment of mouse skin prevented 2,4,6-trinitrochlorobenzene-

induced CHS. These /ndings underline the role of electrophilic/

oxidative stress for the induction of skin in&ammation in ACD 

and modulation of innate immunity.

To prevent an excess accumulation of ROS and electro-

philic stress, several phase II detoxi/cation enzymes such as 

glutathione-S-transferases, NADP(H):quinone oxidoreductase, 
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glutathione peroxidases, and heme oxygenase are mobilized in 

cells and mainly regulated by the transcription factor Nrf2.

Under basal conditions, Nrf2 is sequestered in the cyto-

plasm by its inhibitor, the Kelch-like ECH-associated protein 1 

(Keap1), then ubiquitinylated, and constantly degraded by the 

proteasome. In the presence of oxidative and/or electrophilic 

stress, Keap1 releases Nrf2, which migrates to the nucleus, and 

binds to the antioxidant-responsive element sequence, induc-

ing gene transcription (Kensler et al., 2007). Keap1 is a thiol-

rich protein having three cysteines known to play a role in Nrf2 

activation (Yamamoto et al., 2008). We recently reported that 

contact sensitizers induced Nrf2 protein accumulation in the 

THP1 cell line and in human DC (CD34-DC). Nrf2 protein 

accumulation was inhibited in cells pretreated with the anti-

oxidant N-acetylcysteine (Ade et al., 2009). Ryan et al. (2004) 

showed an upregulation of Nrf2-inducible genes in microarray 

studies using peripheral blood–derived DC treated with dini-

trobenzenesulfonic acid for 24 h. All these results have led to 

the KeratinoSens assay development based on Nrf2 transcrip-

tional activity for in vitro detection of chemical sensitizers 

(Emter et al., 2010).

nrf2-De/cient (nrf2−/−) mice have been shown to be more 

susceptible to sepsis, in association with an augmented expres-

sion of several innate immune response genes (Thimmulappa 

et al., 2006). A recent study showed that the allergen ragweed 

extract (RWE) provoked oxidative stress in DC that was sig-

ni/cantly higher in nrf2−/− DC compared with nrf2 wild-type 

(WT, nrf2+/+) DC (Rangasamy et  al., 2010). The oxidative 

stress induced by RWE was accompanied by an upregulation 

of CD80, CD86, and HLA-DR expression in nrf2−/− DC com-

pared with nrf2+/+ DC. Therefore, Nrf2 de/ciency may enhance 

the “innate allergic” immune response.

The objective of this work was to address the role of Nrf2 in 

ACD. In the MEST assay, a mouse model of CHS, Nrf2 dis-

ruption led to an increased in&ammatory response to DNCB 

and allowed a positive response to cinnamaldehyde (CinA). In 

nrf2−/− mice, nonsensitizing doses of DNCB (0.25 and 0.5%) 

in WT mice ef/ciently induced CHS. However, the lowest 

concentration of DNCB (0.1%) did not induce any response 

in both genotypes. Moreover, skin contact irritation provoked 

by croton oil was higher, and in&ammation was maintained in 

nrf2−/− mice compared with WT mice. The local lymph node 

assay (LLNA) performed with chemicals reacting speci/cally 

to cysteine and/or to lysine showed that Nrf2 can control the 

sensitization phase of ACD.

MATERIALS AND METHODS

Mice. nrf2−/− Mice (Itoh et al., 1997) were provided by the RIKEN BRC 

according to a MTA to Prof S. Kerdine-Römer. Wild-type (nrf2+/+) and nrf2−/− 

mice, investigated in this study, were generated from inbred C57BL/6J back-

ground nrf2 heterozygous mice. The donating investigator reported that these 

mice were backcrossed to C57BL/6J for at least 10 generations. Mice were 

housed in a pathogen-free facility and handled in accordance with the principles 

and procedures outlined in Council Directive 86/609/EEC. Genotyping was 

performed by PCR using genomic DNA that was isolated from tail snips as 

described (Itoh et al., 1997).

Measurement of ear irritation. Naive mice were treated at day 0 by 

a single application of different concentrations of DNCB, CinA, trimellitic 

anhydride (TMA), isophorone diisocyanate (IPDI), or croton oil (Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) applied on both ears. Ear thickness 

was measured both before and at different time points after treatment with a 

spring-loaded micrometer (Mitutoyo, Kanagawa, Japan). Each ear was meas-

ured in triplicate, and the mean of these values was calculated. The percentage 

of ear thickness increase was then calculated as following: ([mean thickness 

of both ears [24, 48, 72, or 96 h after application]] − [mean thickness of ears 

measured before treatment]/[mean thickness of ears measured before treat-

ment] × 1000).

Assay for CHS: the mouse ear swelling test. For DNCB, CHS was 

induced as described (Martin et al., 2008). Brie&y, mice were sensitized by one 

application of 100 µl DNCB solution (0.1, 0.25, 0.5, 1, or 2%, wt/vol dissolved 

in acetone) or solvent control on the shaved abdomen. Ear thickness was meas-

ured on day 5, and mice were then challenged by application of 20 µl DNCB 

(0.5%) on both ears.

For the moderate hapten CinA, mice were sensitized for 3 consecutive 

days (day 0, day 1, day 2)  by application of 100  µl CinA solution (50 or 

75% wt/vol dissolved in acetone) on the shaved abdomen and challenged 

5 days after the last sensitization dose with 20 µl CinA (25 or 40% wt/vol 

dissolved in acetone) on the ears. Increase of ear thickness was measured as 

described above.

All mouse ear swelling test (MEST) experiments done and termed “vehicle” 

have been performed as follows: at day 0, the mice received only the solvent 

(100 µl of acetone) on the shaved abdomen. Five days later, 20 µl of DNCB or 

CinA was applied on both ears. The group “vehicle” therefore represents the 

irritant response evoked by a single contact sensitizer application.

LLNA and measurement of lymphocyte proliferation. Standard LLNA 

protocols were conducted according to GLP procedures (CIToxLAB, Evreux). 

Brie&y, nrf2+/+ and nrf2−/− mice received topical applications (25 µl per ear), 

once a day for 3 consecutive days of DNCB (0.01, 0.05, or 0.1%), CinA (2.5, 

5, or 10%), IPDI (0.025, 0.05, or 0.1%), or TMA (0.1, 0.25, or 0.5%) or the 

vehicle (4/1 acetone/olive oil) on the dorsum of both ears. Five days follow-

ing the initiation of exposure, all mice received an iv injection of [3H]-labeled 

thymidine [3H]TdR (PerkinElmer, Courtaboeuf, France) into their tail vein. 

Six hours later, animals were sacri/ced, and draining auricular lymph nodes 

(LNC) were excised. A single cell suspension of LNC was prepared by gen-

tle mechanical disaggregation, and the cells were washed and resuspended in 

trichloroacetic acid (TCA, Sigma-Aldrich) for at least 12 h at 4°C. Precipitates 

were resuspended in TCA and transferred to an appropriate scintillation &uid 

(Ultima GoldxR scintillation &uid, PerkinElmer). The incorporation of [3H]

TdR by draining LNC was measured by β-scintillation counting and recorded 

as mean dpm. The stimulation index (SI) for each group was determined by 

dividing the mean dpm value for the treated group by the mean dpm value for 

the vehicle control group.

Histological examination. Ears were /xed in 4% buffered 

paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) overnight, embedded in paraf/n, and cut 

into 7-μm-thick sections. Sections were /rst deparaf/nized, rehydrated, and 

stained with hematoxylin-eosin (H/E) (Sigma-Aldrich). Mounting was done 

using a nonaqueous medium (Fisher Bioblock, Illkirch, France). Images 

were acquired on a Leica DMLB microscope (Leica Microsystems, Nanterre, 

France) equipped with standard optic objectives and digitized directly with a 

Sony 3CCD color video camera (Sony, Paris, France), original magni/cation 

×1000.

Statistics. As the data were not normally distributed along the mean to 

compare the two groups, the Mann-Whitney U-test was used. All data are pre-

sented as mean values ± SEM. Measurements were considered signi/cant at a 

p value ≤ 0.05.
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RESULTS

ACD Induced by a Strong Contact Sensitizer (DNCB) Is 

Nrf2 Dependent

Because skin irritation is known to play an important role 

in ACD, we /rst de/ned the minimal irritating concentration 

(MIC) and the maximal nonirritating concentration (MNC) for 

DNCB in the MEST. MIC and MNC were found to be 1 and 

0.5%, respectively. Wild-type mice (nrf2+/+) and nrf2 knockout 

mice (nrf2−/−) were treated with both concentrations (0.5 or 1% 

DNCB), the two lower concentrations of MNC (0.1 or 0.25%) 

and with a higher concentration of MNC (2%) on the shaved 

abdomen. Five days later, mice were challenged on both ears 

with 0.5% DNCB for elicitation. The ear thickness increase was 

measured 24 h postchallenge and every consecutive 24 h during 

4 days (Fig. 1a). The results were expressed as % of ear thick-

ness increase. Results showed that when 1 or 2% of DNCB was 

applied during sensitization, a signi/cantly higher increase of 

ear thickness was observed in nrf2−/− mice compared with nrf2+/+ 

mice. In nrf2−/− mice, the % of increase reached 40% compared 

with 20% in nrf2+/+ mice for 1% of DNCB and 60% compared 

with 30% in nrf2+/+ mice for 2% at 48 h postchallenge (Fig. 1b).

When mice were sensitized with the MNC (0.5%) or with 

lower concentrations (0.1 or 0.25%), no increase of ear thick-

ness was observed in nrf2+/+ mice compared with vehicle-

treated mice (Fig.  1b). In contrast, in nrf2−/− mice, 0.25 and 

0.5% DNCB induced a positive MEST and provoked a signi/-

cant increase of ear thickness compared with nrf2 WT mice. 

However, the lowest concentration of DNCB (0.1%) did not 

induce any increase in both genotypes compared with vehicle. 

In nrf2−/− mice, the maximal % of increase was obtained 48 h 

postchallenge and then reached a plateau (Fig. 1b).

Moreover, the results clearly show that a single application 

of 0.5% DNCB at the elicitation phase and without prior sensi-

tization (vehicle groups) is irritating only in nrf2−/− mice, indi-

cating that Nrf2 impacts DNCB irritation potency (Fig. 1b).

Histology of ear skin using H/E staining showed that the ears 

of nrf2−/− mice were thicker in response to DNCB due to der-

mal edema and cell in/ltration in the dermis (Fig. 1c, slices 6, 

8, 10, and 12) compared with minimal changes in the ears of 

nrf2+/+ mice (Fig. 1c, slices 5, 7, 9, and 11). These data provided 

evidence for the role of Nrf2 in the control of ACD induction 

and underline the role of Nrf2 in controlling the in&ammatory 

response induced by a strong sensitizer such as DNCB.

Nrf2 Controls the Allergic In%ammation Induced by a 

Moderate Sensitizer

Next, we decided to address the role of Nrf2 using a mod-

erate sensitizer known to induce a moderate irritation. CinA 

was chosen due to its effect on Nrf2 activation in vitro (Ade 

et al., 2009). We then performed a MEST in response to CinA 

using the same protocol as for DNCB. The results showed no 

increase of ear thickness (data not shown). Therefore, we used 

a modi/ed MEST (Vocanson et  al., 2006) (Fig.  2a). Brie&y, 

mice were sensitized daily on 3 consecutive days with 50 or 

75% of CinA and were challenged 5 days later with 25 or 50% 

of CinA, respectively. No CHS was induced by CinA in nrf2+/+ 

mice at all concentrations tested. In contrast, in nrf2−/− mice, 

CinA induced an increase of ear thickness depending on the 

concentration used during sensitization. The % of ear thickness 

increase obtained 72 h postchallenge reached 30% in nrf2−/− 

sensitized with 75% CinA compared with 12% in nrf2−/− sensi-

tized with 50% CinA (Fig. 2b).

Interestingly, both doses of CinA are strongly irritating without 

prior sensitization (vehicle groups) in nrf2−/− mice, whereas no irri-

tation was found in nrf2+/+ mice. This indicates that, as observed 

for DNCB, Nrf2 also impacts CinA irritation potency (Fig. 2b).

Histology of ear skin using H/E staining showed that the ear 

of nrf2−/-−mice in response to CinA was thicker due to dermal 

edema and cell in/ltration in the dermis, but not found in the 

nrf2+/+ mice (Fig.  2c). Ears from mice sensitized with CinA 

(75%) presented a very prominent dermal edema and cell in/l-

tration compared with CinA (50%) showing a concentration-

dependent effect (Fig. 2c).

Nrf2 Controls the Proliferation of Lymph Node Cells During 

the Sensitization Phase of ACD

To study the role of Nrf2 in the control of the sensitization 

phase of ACD in response to cysteine-reactive sensitizers and non–

cysteine-reactive sensitizers, LLNA experiments were performed 

to determine lymphocyte proliferation. Four compounds were 

used: DNCB and CinA known for their cysteine speci/c reactivity, 

IPDI known to be reactive with cysteine and lysine residues, and 

TMA known to react speci/cally with lysine. Concentrations to be 

tested were /rst determined in C57BL/6 mice (data not shown). 

In response to DNCB, we showed that the SI was higher in nrf2−/− 

mice for all the concentrations used in comparison to nrf2+/+ mice 

(Fig. 3a). For CinA, the SI was also higher in nrf2−/− mice at 2.5 

and 5% CinA. At 10% of CinA, no statistical difference between 

the SI of nrf2−/− and nrf2+/+ mice was found (Fig. 3b). However, 

the proliferation in response to CinA tended to be higher in nrf2−/− 

compared with nrf2+/+ (3 mice out of 4) for this concentration (data 

not shown). For IPDI, for all concentrations used, the SI was con-

siderably higher in nrf2 KO mice (Fig. 3c). In response to TMA, 

a well-known respiratory sensitizer, we showed a signi/cant SI 

increase at 0.25 and 0.5% (Fig. 3d). These results demonstrated 

that Nrf2 controls lymphocyte proliferation in response to sensitiz-

ers reacting speci/cally with cysteine residues (DNCB and CinA) 

but also in response to chemicals speci/c for lysine such as TMA 

and to mixed reactive compound such as IPDI.

Skin Irritation Is Exacerbated in the Absence of Nrf2

We next studied the role of Nrf2 in response to the irritant 

croton oil, a well-known irritant not described to induce ACD. 

nrf2+/+ and nrf2−/− mice were treated with different concentra-

tions of croton oil (1, 5, and 10%), and the ear thickness increase 

was measured every 24 h postapplication during 4  days. The 

% of ear thickness increase was very low in response to 1% 

 NRF2 CONTROLS ALLERGIC SKIN INFLAMMATION 41

 at IN
S

E
R

M
 o

n
 Ju

ly
 8

, 2
0
1
3

h
ttp

://to
x
sci.o

x
fo

rd
jo

u
rn

als.o
rg

/
D

o
w

n
lo

ad
ed

 fro
m

 



FIG. 1. DNCB increased in&ammation in nrf2-de/cient mice. (a) Experimental protocol. nrf2+/+ and nrf2−/− mice were sensitized at day 0 with DNCB (0.1, 

0.25, 0.5, 1, or 2%) in acetone on the shaved abdomen and were challenged 5 days later by application of DNCB (0.5%) on both sides of both ears. (b) The ear 

thickness increase was measured at 24, 48, 72, and 96 h postchallenge. As a control, vehicle-treated mice were only challenged with DNCB (0.5%). Results are 

expressed as the % of ear thickness increase = ([mean thickness of both ears [24, 48, 72, or 96 h post challenge]] − [mean thickness of ears measured before 

challenge]/[mean thickness of ears measured before challenge] × 100). Data represent the mean increase of ear thickness ± SEM (mice number n = 9),*p ≤ 0.05. 

(c) Representative images of H/E staining of ear skin of mice sensitized and challenged with DNCB (0.1, 0.25, 0.5, 1, or 2%) or vehicle, magni/cation ×1000.
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croton oil in nrf2+/+ and increased at higher concentrations (5 

and 10%). In nrf2+/+ mice, the maximum response was reached 

24 h postapplication, and the % of ear thickness declined later 

on (Fig. 4). In nrf2−/− mice, the tendency of the response was 

similar but the magnitude of the response was signi/cantly 

higher (Fig. 4). Also, the % of ear thickness increased in nrf2−/− 

mice and then reached a plateau 24 h postapplication with 5 or 

10% of croton oil compared with that of nrf2+/+ mice. These 

data demonstrate that in the absence of Nrf2, irritant contact 

dermatitis (ICD) was increased and maintained at a high level.

DISCUSSION

Skin in&ammation is essential for sensitization to contact 

allergens and also plays an important role in the recruitment of 

cells in the elicitation phase (Kaplan et al., 2012; Martin, 2012). 

FIG. 1. Continued
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FIG. 2. CinA induced an ear thickness increase in nrf2−/− mice in contrast to nrf2+/+. (a) Experimental protocol. nrf2+/+ and nrf2−/− mice were sensitized at day 0, 

day 1, and day 2 with CinA (50 or 75%) in acetone on the shaved abdomen and were challenged 5 days after the last sensitization by application of CinA (25 or 40%) 

on both sides of both ears. (b) The ear thickness increase was measured at 24, 48, 72, and 96 h postchallenge. As a control, vehicle-treated mice were only challenged 

with CinA (25 or 40%). Results are expressed as the % of ear thickness increase as described in Figure 1. Data represent the mean increase of ear thickness ± SEM (mice 

number = 7), *p ≤ 0.05. (c) Representative images of H/E staining of ear skin of mice sensitized and challenged with CinA (50 or 75%) or vehicle, magni/cation ×1000.
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During the sensitization phase, DC are activated, migrate to the 

draining lymph nodes, and induce the priming of hapten-spe-

ci/c T cells (Kissenpfennig et al., 2005). Direct modi/cations 

of the cellular microenvironment by chemical sensitizers are 

mandatory for DC maturation and migration (Ainscough et al., 

2012; Martin, 2012). Nrf2 is induced in response to contact 

sensitizers in DC (Ade et al., 2009) and also in keratinocytes 

(Emter et al., 2010) and is probably involved in the regulated 

cellular response to pro-oxidant and electrophilic stress in these 

cells (Divkovic et al., 2005; Kang et al., 2005). Nrf2 has also 

been reported to control airway in&ammation in response to 

ovalbumin in mice (Rangasamy et al., 2005).

In our study, the results show that nrf2-de/cient mice 

(nrf2−/−) exhibit an increased CHS response to both strong and 

moderate contact sensitizers known to react with cysteine resi-

dues. We show that DNCB (1 and 2%), a strong contact sen-

sitizer, induces a higher ear swelling response in nrf2−/− mice 

compared with nrf2+/+ mice. These results suggest that Nrf2 

controls in&ammation during the elicitation phase. In response 

to lower concentrations of DNCB (0.25 and 0.5%), nrf2−/− 

mice developed a positive MEST, whereas in nrf2+/+ mice, 

in&ammation was not observed. Furthermore, the MEST was 

negative in both genotypes in response to 0.1% of DNCB, sug-

gesting that nrf2 KO mice are not predisposed to an enhanced 

immune response to chemical allergens. This observation 

shows that the threshold for an in&ammatory responses in the 

skin in nrf2−/− mice needed to elicit CHS is lower compared 

with nrf2+/+ mice.

The results obtained in response to croton oil con/rm that 

nrf2−/− mice are more susceptible to ICD. Bonneville et  al. 

(2007) have shown in C57BL/6 and Balb/c mice that the mag-

nitude of ICD was correlated with the intensity of ACD and 

related to the concentration of the chemicals. Furthermore, 

the increased ROS production in nrf2-de/cient mice (Yeang 

et  al., 2012) might contribute to a stronger activation of DC 

(Bruchhausen et al., 2003). Because the strength of the in&am-

matory response, i.e., of the irritant effect of the sensitizer, 

determines whether constitutive immunoregulation can be 

overcome, our /ndings indicate that Nrf2 critically regulates 

the threshold in this process. Thus, the activation of Nrf2 by 

chemical sensitizers may play the role of a sensor controlling 

and limiting the in&ammatory response and consequently the 

magnitude of ACD. Interestingly, in old mice (20 months and 

older), CHS in response to dinitro&uorobenzene was attenuated 

compared with younger mice (6 months old), and old nrf2−/− 

mice had an even lower ear swelling response than old nrf2+/+ 

mice (Kim et  al., 2008). This was attributed to accentuated 

age-related cumulative oxidative stress, which impairs Th1 

immunity.

In response to CinA, a moderate sensitizer, no posi-

tive MEST was observed in nrf2+/+ mice. The modi/ed 

MEST, according to Vocanson et  al. (2006), allowed a 

FIG. 3. Chemical sensitizers triggered a higher lymphocyte proliferation in nrf2-de/cient mice using LLNA in a dose-dependent manner. LLNA was per-

formed as mentioned in Materials and Methods section. Results are expressed by the SI, SI = dpm treated/dpm control, n = 4 mice. (A) DNCB, (B) CinA, (C) 

IPDI, and (D) TMA. *p ≤ 0.05.
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positive CHS in nrf2−/− mice in which the ear swelling was 

induced. Recent studies have described that CHS reactions 

in response to CinA or other weak sensitizers occurred in 

mice depleted of CD4+ cells including regulatory lympho-

cytes (Treg) (Lass et al., 2008; Vocanson et al., 2006). Other 

studies have described a correlation between the activation 

of Nrf2 induced by chemicals such as antroquinonol and the 

enhancement of Treg cells activity (Tsai et al., 2012). There 

is also a hypothesis involving the DC because DC de/cient 

for nrf2 have an activated phenotype (data not shown) and 

an increased antigen-speci/c CD8 T-cell stimulation capac-

ity (Yeang et al., 2012). In the absence of Nrf2, DC are more 

sensitive to a danger signal (LPS) and produce more ROS 

(Yeang et  al., 2012). Furthermore, it has been shown that 

ROS production plays a role in the upregulation of surface 

molecules such as CD86, CD40, and HLA-DR known to be 

important for DC function in response to DNCB (Byamba 

et al., 2010; Mizuashi et al., 2005).

Moreover, DC derived from bone marrow of nrf2 KO mice 

did show lower basal glutathione (GSH) levels (Yeang et al., 

2012). DNCB and CinA, known to be detoxi/ed by GSH, 

would be less trapped in such cells. The consequence would be 

an increase of the concentration of chemicals available in nrf2 

KO cells, leading to a higher CHS.

FIG. 4. Croton oil induced a dose-dependent higher irritation in nrf2-de/cient mice compared with WT mice. nrf2+/+ and nrf2−/− mice received at day 0 on 

both sides of both ears croton oil 1, 5, and 10% in acetone/olive oil (4:1). The ear thickness increase was measured 24, 48, 72, and 96 h postapplication. As control, 

vehicle mice received acetone/olive oil on both ears. Results are expressed as the % of ear thickness increase. Data represent the mean increase of ear thickness ± 

SEM (n = 7 mice), representative of two independent experiments. *p ≤ 0.05.
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Following our hypothesis that Nrf2 may affect the sensiti-

zation phase by modifying the cellular microenvironment and/

or DC phenotype, we addressed the effect of Nrf2 on lympho-

cyte proliferation during the sensitization phase. We used the 

LLNA, a model currently used to measure the potential for a 

chemical to be a sensitizer.

Our LLNA data show that lymphocyte proliferation is 

higher in nrf2−/− mice in response to DNCB, CinA, IPDI, and 

TMA. The concentrations used for all chemicals tested were 

in the range of the EC3 de/ned previously in CBA/J mice 

(Loveless et  al., 2010). EC3 is the concentration de/ned 

as the amount of chemical that is required to induce (1) a 

response of a magnitude that de/nes skin sensitizing poten-

tial and (2) an accepted arbitrary augmentation of lympho-

cyte proliferation proving an effect of the chemical. Working 

close to the EC3 is important because it is a concentration 

that de/nes an effect in the LLNA and probably close to 

the threshold of stimulation. Our study shows, for the /rst 

time, that the absence of Nrf2 affects sensitization to both 

cysteine- and/or lysine-reactive compounds. Moreover, our 

data concerning DNCB con/rm and expand on the observa-

tion made by Van der Veen et al. (2012) even if the concentra-

tions of DNCB used in this study were higher with regard to 

the EC3 of DNCB (∼0.08%).

Our study highlights that Nrf2 plays a major role in the con-

trol of both phases of ACD: sensitization and elicitation. Nrf2 

crucially impacts the irritation potency of the contact sensitiz-

ers, suggesting a control of the in&ammatory process that may 

play the role of danger signal during the sensitization phase. 

However, nrf2 de/ciency and the concomitant higher ROS 

production in nrf2−/− mice could also contribute to a higher 

basal activation level of innate cells such as DC, augment-

ing the capacity of these cells to elicit an adaptive immune 

response. Finally, Nrf2 de/ciency leads to an increased in&am-

matory response during the elicitation phase, suggesting that 

Nrf2 may also play a role in the regulation of in&ammation 

through a defect in Treg function (Josefowicz et  al., 2012; 

Krishnamoorthy et al., 2012; Saadoun et al., 2011).
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Article 2 

THE TRANSCRIPTION FACTOR NRF2 CONTROLS DENDRITIC CELLS SURVIVAL 
THROUGH bcl-2 AND ANTIOXIDANT GENE EXPRESSION 

 
Zeina El Ali, Claudine Deloménie, Marc Pallardy & Saadia Kerdine-Römer 

En préparation 

Les DC sont des cellules présentatrices de l’antigène jouant un rôle majeur dans la réponse 

immunitaire primaire pouvant être activées par des molécules allergisantes. Parmi ces 

molécules, le dinitrochlorobenzène (DNCB) ou le cinnamaldehyde (CinA), des composés 

électrophiles, sont connus pour induire une production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ERO). Elles génèrent un stress chimique ou oxydant perçu par les DC comme un signal de 

danger et induisant alors leur maturation. Ces molécules allergisantes sont aussi capables 

d'activer la voie de détoxication Nrf2/Keap1. Cette voie est centrale pour la détection des 

composés électrophiles. A l’état basal et en absence de stress chimique ou oxydant, Nrf2 est 

couplé à son répresseur cytosolique Keap1 qui assure sa dégradation via le protéasome. En 

présence d’un stress, Nrf2 transloque dans le noyau et induit l’expression des gènes 

antioxydants tels que l'hème-monooxygénase1 (hmox1), la cat, la glutathion péroxydase (gpx) 

et des enzymes de phase II telles que la NADPH quinone oxydoréductase (nqo1) et glutathione-

s-transférase (gst). Nous avons démontré que les molécules allergisantes comme le DNCB ou 

le CinA induisent l’accumulation de Nrf2 dans les DC humaines. 

Afin d’étudier le rôle de Nrf2 dans la survie cellulaire, des DC issues de la moelle osseuse 

(BMDC) des souris nrf2+/+ et des souris nrf2-/- ont été traitées par le DNCB ou le CinA pendant 

24 h. L’annexinV et le 7-AminoActinomycine D (7-AAD) ont été utilisés pour mesurer les 

cellules apoptotiques et les cellules nécrotiques respectivement. Nos résultats montrent une 

augmentation (1) des cellules apoptotiques et (2) une diminution des cellules vivantes en 

l’absence de Nrf2. De plus, une augmentation de l’activité caspase-3/7 et une chute rapide du 

potentiel mitochondrial membranaire (ΔΨm) ont été observées dans les DC nrf2-/- comparées 

aux DC nrf2+/+ en réponse au DNCB ou le CinA. Une plus forte production d’ERO a été 

également mesurée dans les DC nrf2-/- comparées aux DC nrf2+/+ en réponse aux deux 

molécules testées. Le traitement des DC par la N-acétylcystéine (NAC), une molécule 

antioxydante utilisée comme précurseur de glutathion, a permis de diminuer l'apoptose des 

cellules nrf2-/- induite par le DNCB mais pas celle induite par le CinA. Ces résultats montre 

alors que le DNCB et le CinA induisent l'apoptose des DC via l'activation des caspases 
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dépendantes de la voie mitochondriale ou intrinsèque. Cette apoptose induite, dans les BMDC 

nrf2-/-, par ces deux molécules est contrôlée par la production d'ERO en réponse au DNCB. 

Par une approche de PCR quantitative, nous montrons que Nrf2 régule positivement 

l’expression génique de bcl-2, un gène anti-apoptotique, en réponse au DNCB ou au CinA. Par 

ailleurs, afin d'élargir le spectre des gènes régulés par Nrf2 dans les DC en réponse aux deux 

molécules allergisantes à différents temps (4 h, 8 h et 24 h), un PCR array contenant 43 gènes 

a été réalisé. Ces 43 gènes ont été divisés en deux catégories : 24 gènes impliqués dans la 

réponse immunitaire et 19 gènes dans la réponse antioxydante. L'analyse du PCR array 

montre clairement qu'aux temps précoces (4 h et 8 h) l'absence de Nrf2 retarde la 

transcription des gènes antioxydants et des enzymes de détoxication et ce en réponse au 

DNCB ou au CinA. Cependant, à 24h en réponse aux deux molécules, Nrf2 semble jouer un 

rôle répresseur de ces gènes. Ainsi, 26 gènes sont réprimés en réponse au DNCB contre 14 

gènes en réponse au CinA. Ceci montre que Nrf2 peut jouer un rôle activateur ou répresseur 

de la transcription des gènes et ce en fonction de la molécule testée, du temps de traitement 

et du gène à transcrire. Ainsi, notre étude montre que Nrf2 régule positivement bcl-2, ho-1, la 

nqo-1, gsr, gpx et la monoxyde d'azote synthase (nos2) en réponse au DNCB ou au CinA. 

 

En résumé, ce travail montre que le facteur de transcription Nrf2 joue un rôle dans la 

survie cellulaire via la transcription du gène bcl-2 et assure une protection des DC via les 

gènes antioxydants contre le stress oxydant induit par les molécules allergisantes. De plus, 

notre étude met en évidence pour la première fois dans la DC murine, des gènes impliqués 

dans la détoxication et la réponse immunitaire régulés par Nrf2 en réponse au DNCB et au 

CinA.  
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ABSTRACT 

 

Aims: Dendritic cells (DC) are known to play a major role during contact allergy induced by 

contact sensitizers, such as dinitrochlorobenzene (DNCB) or cinnamaldehyde (CinA). Such 

chemicals can generate a chemical or oxidative stress perceived as a danger signal by DC 

and are potent inducers of Nrf2, the main pathway responsible for cell defense against 

oxidative stress. To elucidate the role of Nrf2 in DC survival, two models were used: human 

DC derived from monocytes (MoDC) and murine bone marrow DC (BMDC) derived from 

mice (nrf2+/+, nrf2-/-) were treated with DNCB or CinA. Results: Results showed an increase 

of apoptotic cells and a decrease of living cells in the absence of Nrf2 in response to DNCB 

and CinA. Mitochondrial-dependent caspase activation pathway was involved in DC 

apoptosis induced by contact sensitizers. This apoptosis was controlled by ROS in response 

to DNCB. Using a dedicated PCR array, we found that Nrf2 positively regulated bcl-2 gene 

expression in response to both sensitizers also and known to play a role in antioxidant 

response or DC maturation (catalase, hmox1, nqo1, gsr, gpx, nos2, cxcl10, ccl3, cxcl1). 

Innovation: This study demonstrates that common mechanisms of apoptosis seem to be 

involved in the response to contact sensitizers in DC when nrf2 is absent which delayed the 

transcriptional activation of genes involved in antioxidant mechanisms and survival. 

Conclusions: Altogether, our results show that Nrf2 controls DC apoptosis in response to 

contact sensitizers and specific genes are involved in the regulation of detoxification and the 

immune response. 
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INTRODUCTION  

Allergic contact dermatitis (ACD) is known to be induced by contact sensitizers, low 

molecular weight compounds (< 500 Da) (34, 55). These compounds have electrophilic 

properties binding covalently to nucleophilic residues from cutaneous proteins and leading to 

the formation of a hapten-carrier complex with immunogenic properties (14).  

ACD is a common skin disease involving dendritic cells (DC) known to play a key role in this 

pathology (34). DC are professional antigen presenting cells that can induce a primary 

immune response (6, 7, 53). We have shown that DNCB and nickel are perceived as danger 

signals because they induce the activation of DC signaling pathway mimicking toll like 

receptor (TLR) agonists activation  (1, 9). In addition, contact sensitizers like DNCB alter the 

redox glutathione (GSH/GSSG) balance in MoDC (37). This contact sensitizer and others like 

dinitrofluorobenzene (DNFB), trinitrochlorobenzene (TNCB) are also able to provoke the 

production of  reactive oxygen species (ROS) in BMDC (16) or MoDC (10, 17) leading to 

apoptosis (11, 13, 24, 44, 45).  

The main pathway responsible for cell defense against oxidative stress and  maintaining the 

cellular redox balance at physiological levels is the nuclear factor 2 related factor 2 (Nrf2) 

(52). Nrf2, a basic leucine zipper member of the cap ‘n’ collar family of transcription factors 

(49), is the principal regulator of the antioxidant response element (ARE)-driven cellular 

defense genes. Briefly, under homeostatic conditions, Nrf2 is associated in the cytoplasm to 

an actin-binding protein named Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) (30). Keap1 

functions as a suppressor of Nrf2 by retaining it in the cytosol and enhancing its proteasomal 

degradation (32). In the presence of a chemical stress, oxidants or electrophiles, Keap1’s 

conformation is modified leading to the release of Nrf2 and its nuclear translocation where it 

heterodimerizes with other transcription factors such as members of the small Maf 

(musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene) family (38). Binding of these heterodimers to 

the consensus sequence ARE allows the transcriptional activation of many target genes 

[heme oxygenase-1 (hmox1), NAD (P) H: quinone oxidoreductase 1 (nqo1), glutathione-S-

transferase (gst)] (56). Evidence supporting the pivotal role of Nrf2 in the protection against 

oxidative/electrophilic stress comes, in part, from studies conducted in Nrf2-Knockout (KO, 

nrf2-/-) mice. These studies showed that the decreased levels of phase II detoxification 

enzymes and antioxidant proteins make nrf2-/- mice highly sensitive to cytotoxic electrophiles 
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compared with nrf2+/+ (wild-type) mice (29). In addition, Murine Embryonic Fibroblasts (MEF) 

isolated from nrf2-/- mice showed higher level of cell death in response to the treatment with 

the redox-cycling ROS generator menandione and the GSH-depleting anticancer agent 

cisplatin (22). Thus, Nrf2-mediated antioxidant response represents a critically important 

cellular redox homeostasis and limits oxidative damage (21).  

Since contact sensitizers are potent inducers of the Keap1/Nrf2 pathway, the main objective 

of this work was to study the role of Nrf2 in the control of DC survival. For this purpose, two 

models of DC were used: human dendritic cells derived from monocytes (MoDC) and murine 

bone marrow dendritic cells (BMDC) derived from mice (nrf2+/+, nrf2-/-). These DC were 

stimulated with two well-known sensitizers DNCB and CinA.  

Our data clearly show that Nrf2 controls cell death-induced by chemicals sensitizers. DNCB 

and CinA activated intrinsic pathway of apoptosis in nrf2-/- DC, observed by an increase of 

caspase-3/7 activity and a loss of the mitochondrial membrane potential in nrf2-/- DC 

compared to nrf2+/+ DC in response to both chemicals. ROS production by DNCB and CinA 

was exacerbated in nrf2-/- DC compared to DC from nrf2+/+ mice and pre-treatment with the 

ROS scavenger N-acetylcysteine (NAC) rescued DNCB-treated cells from apoptosis in nrf2-/- 

DC. Moreover, our results demonstrate that Nrf2, induced by both sensitizers in DC, 

regulated the expression of the anti-apoptotic gene bcl-2. Using a RT-qPCR array approach, 

we also showed that detoxification and immune genes appear to be regulated by Nrf2 in DC 

in response to DNCB and CinA. Altogether, our results allow us to coordinate events how 

Nrf2 controls apoptosis and underlie some new putative genes. 
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RESULTS 

Nrf2 controls DC survival in response to contact sensitizers. 

To assess the role of Nrf2 in DC survival, For this purpose, bone marrow dendritic cells 

(BMDC) derived from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were treated for 24 h with DNCB (10 μM) or CinA 

(100 μM). Nrf2-deficient BMDC treated with DNCB or CinA showed an increase of dead cells 

as measured by AnV and 7-AAD staining. Results showed that apoptosis was triggered 24 h 

after DNCB or CinA treatments in nrf2-/- BMDC compared to nrf2+/+ BMDC (Figure 1A). The 

percentage of apoptotic cells (AnV+/7-AAD- & AnV+/7-AAD+) was significantly increased in 

nrf2-/- BMDC compared to nrf2+/+ BMDC in the presence of DNCB (48% to 80%) or CinA 

(52% to 75%). In contrast, the percentage of living cells represented by AnV-/7-AAD- 

decreased significantly in the presence of DNCB (48% to 14%) or CinA (47% to 22%) in 

Nrf2-deficient BMDC compared to WT BMDC (Fig. 1A).  

To evaluate the protective role of Nrf2 in the survival of human DC derived from monocytes 

(MoDC), we first measured the expression of Nrf2 protein in MoDC. At day 5 of 

differentiation, MoDC were treated with DNCB (10 μM) or CinA (100 μM) for different times 

(Fig. 1B). Our results showed that Nrf2 was expressed after 2 h of treatment and this 

accumulation persisted at 4 h and 6 h in response to DNCB and CinA compared to DMSO. 

To address the role of Nrf2 in human DC, MoDC were transfected with small interfering RNA 

(siRNA) to invalidate in vitro nrf2 transcripts (supplementary data 1) and were then treated 

with DNCB or CinA for 18 h. The results showed an increase of dead cells, measured by 

Annexin V (AnV) and 7-AAD and analyzed by flow cytometry. Knocking down nrf2 in MoDC 

(nrf2-/- MoDC, siRNA nrf2) induced a significant increase of the percentage of both apoptotic 

cells (AnV+/7-AAD- & AnV+/7-AAD+) compared to control cells (siRNA Rd). In nrf2-/- MoDC 

compared to nrf2+/+ MoDC, the percentage of apoptotic cells increased from 44% to 64% in 

the presence of DNCB and increased from 31% to 52% in response to CinA. In addition, a 

significant decrease of the percentage of living cells (AnV-/7-AAD-) was observed in response 

to DNCB (50% to 28%) or CinA (62% to 46%) in nrf2-/- MoDC compared to nrf2+/+ MoDC 

(Fig.1C).  

Taken together, these results demonstrated the cytoprotective effect of Nrf2 in response to 

contact sensitizers in both models of DC, MoDC and BMDC. 
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Nrf2 deficiency induces a rapid loss of mitochondrial membrane potential (DYm) and a 

higher caspase-3/7 activity in response to contact sensitizers. 

To characterize the mechanism of cell death induced by the two contact sensitizers DNCB 

and CinA, mitochondrial membrane potential (DYm) and caspase-3/7 activities were 

measured by flow cytometry in DC. We conducted our study using nrf2+/+ and nrf2-/- BMDC. 

The results, expressed as % DIOC6(3)low cells, showed a delayed loss of DYm in response to 

CinA compared to DNCB in nrf2+/+ BMDC. In the absence of Nrf2, a significant increase of % 

DIOC3(6)low cells was observed for all tested times for each sensitizer (Fig. 2A),.  

To measure caspase-3/7 activity, we used NucViewTM 488 caspase-3/7 substrate. CinA didn’t 

induce any significant increase of caspase-3/7 activity in nrf2+/+ BMDC over the time while a 

slight effect was observed with DNCB 24 h post treatment (P < 0.1). 

In nrf2-/- BMDC treated with DNCB or CinA at 6 h and 24 h, a significant increase of caspase-

3/7 activity was observed compared to nrf2+/+ BMDC (Fig. 2B). These data demonstrate that 

the intrinsic apoptotic pathway is implicated in nrf2-/- BMDC cell death induced by chemical 

sensitizers. Cell death provoked by such molecules involved both an induction of caspase-3/7 

activity and a rapid loss of DYm in nrf2-/- treated with DNCB or CinA (Fig. 2). 

The ROS production increase involved in BMDC apoptosis in the absence of Nrf2 is 

correlated with the down regulation of bcl-2 gene expression in response to both 

contact sensitizers. 

Since ROS are known to be important for the induction of apoptosis (51), we have evaluated 

the ability of BMDC to produce ROS in response to contact sensitizers. ROS production was 

measured by flow cytometry using H2DCF-DA, a membrane permeable non-fluorescent dye 

producing a green fluorescence when the cleaved dye is oxidized by ROS. ROS levels 

reached a peak 30 min after the treatment with DNCB or CinA and then decreased gradually 

compared to the control (DMSO) in the both nrf2+/+ and nrf2-/- BMDC. ROS production was 

higher in response to DNCB (25%) compared to CinA (12%). In the absence of Nrf2, a higher 

production of ROS in BMDC was measured in response to DNCB and CinA in a time 

dependent manner (Fig. 3A). Moreover, ROS production was slightly higher in the absence of 

Nrf2 under basal conditions.  

To evaluate if apoptosis induced by DNCB or CinA in Nrf2-deficient BMDC is mediated by 

ROS, we treated BMDC with NAC, an antioxidant scavenger which quenches ROS 
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production. As we show, ROS production was reversed when cells were pre-treated for 2 h 

with NAC, (Fig. 3B). We then evaluated whether treatment with antioxidants inhibited the 

apoptosis induced by DNCB or CinA in Nrf2-deficient BMDC (Fig. 3C). nrf2+/+ and nrf2-/- 

BMDC were pre-treated (for 2 h) with NAC, washed and then incubated for 24 h with DNCB 

or CinA. As we described in figure 1, DNCB induced an increase of total apoptotic cells and a 

decrease of living cells in Nrf2-deficient DC (Fig. 3C). When BMDC were pre-treated with 

NAC, an increase of the % of living cells (11.6 % to 57.5 %) and a decrease of the % of total 

apoptotic cells (78.8 % to 31 %) were observed in nrf2-/- BMDC in response to DNCB. In 

response to CinA, a slight difference of the % of living cells between cells NAC pre-treated 

(28.1%) or not (19.8%) was seen. Taken together, these data indicate that in response to 

DNCB and CinA, the Nrf2 deficiency enhances ROS production, mainly responsible of 

DNCB-induced cell death. For CinA, ROS faintly control CinA-induced cell death in nrf2-/- 

BMDC. 

The Bcl-2 protein has been shown to be regulated by oxidative stress and bcl-2 gene 

expression has also been found to be affected by Nrf2 at the transcriptional level. nrf2+/+ and 

nrf2-/- BMDC were treated for 4 h and 8 h with DNCB or CinA and bcl-2 gene expression was 

measured by RT-qPCR. Results revealed that DNCB and CinA treatment increased bcl-2 

mRNA in nrf2+/+ BMDC over time (Fig. 4). However, in nrf2-/- BMDC treated with DNCB or 

CinA, bcl-2 mRNA levels were significantly lower compared to their respective control cells 

(nrf2+/+) at 8 h (Fig. 4). Taken together, our data demonstrate that Nrf2 regulates positively 

bcl-2 gene expression in BMDC in response to DNCB and CinA. 

Antioxidant and cell survival genes are controlled by Nrf2 in response to sensitizers. 

Nrf2 is a multiorgan protector against xenobiotic stress and Nrf2 target genes are involved in 

several key survival pathways such as NQO1 as well as the antioxidative enzyme HO-1 (8, 

26, 46). Moreover, Nrf2 has been shown to a critical regulator of the innate immune response 

in response to LPS (Thimmulappa et al., 2006). To understand how Nrf2 controls genes 

involved in antioxidation and immunity, a RT-qPCR array designed for 43 genes target genes 

was conducted to analyze both nrf2+/+ and nrf2-/- BMDC after 4 h, 8 h and 24 h treatment with 

DNCB or CinA or DMSO vehicle. The screening was performed on a pool of 3 independent 

experiments, each individual sample being previously validated by measuring the expression 

of two known target genes of Nrf2 (hmox1 and nqo1). The studied target genes comprised six 
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functional classes, according to GeneOntology annotation (http://amigo.geneontology.org/cgi-

bin/amigo/go.cgi), which were grouped into two major categories (Fig. 5A), including genes 

relative to defense against oxidative stress and to immune response-related events.  

Results were expressed as mRNA fold change in compound-treated vs DMSO treated cells, 

and either up- (red), down- (green) or not (black) regulated. Fold-changes in the range 0.76-

1.32 fell within the technical variability of the assay, and thus were considered as a stable 

gene expression (Fig. 5B). This screening allowed us to identify number of genes which were 

significantly up- or down-regulated in nrf2+/+ and/or nrf2-/- BMDC treated with DNCB (Fig. 6A) 

or CinA (Fig. 6B) compared to DMSO for each functional class considered.  

The results showed that nrf2 disruption markedly blocked the up-regulation of the gene 

cluster related to antioxidant processes at 4 h and 8 h of treatment with DNCB or CinA, 

together with a massive down-regulation of this gene group under DNCB treatment. Thus, 

nrf2+/+ BMDC overexpressed a maximal number of genes from this functional class at 8 h of 

treatments (i.e. 10 or 12 of the 19 genes studied in the presence of DNCB or CinA, 

respectively) while in nrf2-/- BMDC, this number was lowered by 10-fold (DNCB) or 2-fold 

(CinA). At 24 h, the transcriptional activation of oxidation-related genes was markedly 

delayed and unlocked at latest time of treatment, leading to a significantly higher proportion 

of up-regulated genes in nrf2-/- than in nrf2+/+ BMDC with DNCB or CinA. Regarding the 

immune response gene cluster, nrf2 deficiency similarly delayed the transcriptional activation 

in response to DNCB. If counts of up-regulated immunity genes appeared similar in nrf2+/+ 

and nrf2-/- BMDC treated with CinA, transcriptional activation was significantly delayed and all 

modulated genes at 24-h treatment in nrf2 deficient BMDC were up-regulated (Fig.6B). The 

global transcriptional activation effect which was observed in nrf2-/- BMDC in all functional 

classes studied could be explained by a repressor activity of Nrf2 transcription factor 

(Supplementary data 2). 
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DISCUSSION  

 Cells have developed an adaptive defense mechanism in response to oxidative and 

chemical stress that leads to a rapid and efficient expression of detoxifying enzymes (phase II 

enzymes) and antioxidant pathway (23) mainly mediated via the Nrf2 transcription factor. We 

have previously reported that Nrf2 is induced in the presence of contact sensitizers (DNCB 

and CinA) but not in the presence of irritants CD34-DC (2, 35). Several studies also 

described a major role of Nrf2 in cell survival against chemicals (25, 42).  

Our hypothesis implies that Nrf2 is induced in response to chemical sensitizers conferring a 

protection against chemical stress and allowing DC survival.  The objective of this study was 

to elucidate the role of Nrf2 in DC in response to contact sensitizers and define news 

candidates in the regulation of survival and function of the DC. 

In our study, the results showed a time dependent accumulation of Nrf2 protein with both 

chemicals in MoDC (DNCB & CinA) 2 h post treatment. Stabilization of Nrf2 was maintained 

up to 6 h after both treatments. It has been demonstrated that the stabilization of Nrf2 confers 

protection against oxidative stress-induced cell death in human neural stem cells (31), 

cardiomyocytes (47), hepatocytes (36) and pancreatic cells (57). 

To address the role of Nrf2 in DC survival in response to contact sensitizers, MoDC 

transfected with siRNA  (Nrf2) or nrf2+/+ and nrf2-/- BMDC were treated with DNCB and CinA. 

Results showed a significant increase of dead cells and a significant decrease of living cells 

in nrf2-deficient BMDC or in MoDC nrf2 invalidated, in response to both chemical sensitizers. 

These results showed that Nrf2 played a pivotal role in the survival of both human and murine 

DC. Our results are consistent with numerous studies revealing the pivotal role of Nrf2 in 

protection against injuries induced by toxics (cadmium, cisplatin, cyclosporine A) (3, 12, 50). 

 Our results showed that deficiency of Nrf2 increase mitochondrial changes an 

alteration of the mitochondrial potential induced by DNCB or CinA in BMDC. Secondly, an 

higher increase of caspase-3/7 activity was observed at 6 h and 24 h post treatment with 

DNCB and CinA in nrf2-/- BMDC compared to nrf2+/+ BMDC. These results demonstrated that 

DNCB and CinA activated the intrinsic pathway of apoptosis also called ‘mitochondrial 

pathway’ and agreed with the results published by Cruz et al., showing that apoptotic death of 

skin DC occurs after exposure to the sensitizer DNFB (15).  
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 Oxidative stress can play an important role in the initiation of cell death and it has been 

shown that ROS and the alteration of mitochondrial membrane potential are linked. As it has 

been described by Byamba et al., we found that DNCB induced ROS production in nrf2+/+ 

BMDC (10). In our hands, CinA also induced ROS production but less than DNCB. In nrf2-/- 

BMDC, this ROS production was significantly higher upon DNCB or CinA treatments. 

However, nrf2-/- BMDC showed a significant increase of ROS levels under basal conditions 

as recently showed by Yeang and collaborators and have a lower basal GSH levels (5). It is 

not excluded that DNCB and CinA, known to be detoxified by GSH, would be less trapped in 

nrf2-/- BMDC resulting in an increase of the concentration of chemicals available. To address 

the role of ROS and GSH, BMDC were pre-treated with NAC to increase levels of glutathione 

in cells and also to interact directly with ROS. The results showed that NAC significantly 

prevented sensitizers-induced ROS generation and decreased DNCB-triggered apoptosis in 

nrf2-/- BMDC. However, NAC had a very low effect on CinA-induced apoptosis in nrf2-/- BMDC 

although CinA could react via Michael’s addition on Cys residues. These results indicate that 

ROS-dependent activation by DNCB is critically required for apoptosis in BMDC and 

extensively less by CinA. Exacerbation of contact hypersensitivity (CHS) in response to 

various sensitizers seen in nrf2-/- mice (16) could be due in part to higher apoptotic DC 

perceived as danger signals. Esser et al., showed that pre-treatment with NAC reduced ROS 

production and contact hypersensitivity induced in vivo by TNCB (17).  

 Apoptosis is an extremely fine-tuned regulatory network consisting of pro- and anti-

apoptotic factors. Bcl-2 family proteins, composed greater than six anti-apoptotic members 

including Bcl-2 and many pro-apoptotic members, regulate cell death and survival (41). It has 

been recently identified an ARE in the reverse strand of the bcl-2 promoter that was found to 

be essential for the up-regulation of Bcl-2 response to chemical/radiation. In our study, Bcl2 

induced by DNCB and CinA, well known contact sensitizers involved in CHS, could promoted 

the survival of DCs and  contribute to a better stimulation of lymphocytes by mature DCs. 

Indeed, it has been shown Bcl-2 enhance the immunogenicity of DCs in inducing antigen-

specific immune responses (18, 43). 

 Nrf2, by itself, does not have any antioxidant function. Previous studies showed that 

Nrf2 is inactivated in the cytoplasm and that oxidative or chemical stress activate Nrf2 by 

allowing its translocation into the nucleus and then inducing the expression of its target 
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antioxidant genes (hmox1, nqo1, gst, gclc) (29, 39, 40). The transcriptomic screening study 

allow us to show that the absence of Nrf2 markedly delays the transcriptional activation of 

genes involved in antioxidant mechanisms and could explain the ROS production observed in 

nrf2-/- BMDC. Nrf2 could also exhibit a massive transcriptional repressor activity involving all 

functional classes of genes studied. Conversely, at initial times of treatment kinetics, Nrf2 

could be associated to either activator or repressor activity according to the compound and 

the functional class of genes. Nrf2 acts as transcriptional repressor for il1b and il12a or as an 

activator for gsr, catalase, gpx, nos2.  

 Our current study reveals that survival of DC in response to DNCB and CinA is 

controlled by Nrf2 which participates in bcl-2 mRNA activation of transcription in response to 

both sensitizers. We have also identified some new candidate genes regulated by Nrf2 in 

response to DNCB and CinA in DC. Some of these genes are involved in detoxification 

mechanisms (catalase, gsr, gpx1, gsta4, gstm, nos2) regulating to GSH and ROS production 

while others are involved in apoptosis/survival pathway such as il1b, ccl3, cxcl1 and il12a. 

Therefore, a speculative model of regulation is proposed where bcl-2 and some other genes 

could contribute to DC survival trough Nrf2 pathway in response to contact sensitizers (Fig. 

7). Consequently, Nrf2 could be either activator or repressor of gene transcription, according 

to the target gene, compound and treatment time considered. As it has been already 

described for Nrf2 in CHS, the Keap1–Nrf2 regulatory system seems to have a double role in 

skin allergy.  Kim et al. (27) have shown that CHS is reduced in the absence of Nrf2 in 

response to DNFB while El Ali et al. (16) have shown that CHS is reduced when Nrf2 is 

present. 
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INNOVATION  

Activation of Nrf2 controls inflammation during contact allergy, known to involve DC. This 

study is the first showing that Nrf2 can control DC survival in response to contact sensitizers. 

DC death observed in the absence of Nrf2 involved the intrinsic apoptotic pathway and was 

mediated or not by ROS production, depending on the contact sensitizer. A transcriptomic 

analysis showed that apoptosis controlled by Nrf2 is in correlation with bcl-2 transcription and 

also other clusters of genes regulating detoxification or immune response.  
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MATERIALS AND METHODS  

Generation of dendritic cells from human monocyte (MoDC) and bone marrow 

dendritic cells (BMDC) 

The method for generating human MoDC was performed as previously described (4). Briefly, 

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were purified from buffy coats obtained from 

Etablissement Français du Sang (EFS, Rungis, France) by density centrifugation with Ficoll 

gradient (PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austria). Monocytes were isolated from the 

mononuclear fraction through magnetic positive selection using MiniMacs separation columns 

(Miltenyi Biotec, Bergish Glabash, Germany) and anti-CD14 antibodies coated on magnetic 

beads following provider’s instructions (Direct CD14 isolation kit, Miltenyi Biotec, Bergish 

Glabash, Germany). Monocytes were cultured at 1x106 cells/ml in the presence of GM-CSF 

(550 U/ml) and IL-4 (550 U/ml) (both from Miltenyi Biotec, Bergish Glabash, Germany) in 

RPMI 1640 containing Glutamax I supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum, 1 

mM sodium pyruvate, 0.1 mg/ml streptomycine and 100 U/ml penicillin (RPMIc) (all from 

Gibco Invitrogen, Paisley, UK). Within 5 days, monocytes differenciate into dendritic cells. 

The method for generating murine BMDC was carried out according to previous publication 

(33) with slight modifications. Briefly, bone marrow was collected from femurs and tibias of 6 

to 12 weeks old C57BL/6 nrf2 +/+ and nrf2 -/- mice (19) from the specific pathogen-free facility.  

A single-cell suspension was prepared and erythrocytes were lysed. After 2 washes, bone 

marrow cells were counted and seeded at 3x106 cells per 100 mm in bacteriological petri 

dishes (f100, Gosselin, Hazebrouck, France) in 10 ml in IMDM containing 10% heat 

inactivated fetal calf serum, 0.1 mg/ml streptomycine and 100 U/ml penicillin (IMDMc) (all 

from Gibco Invitrogen, Paisley, UK). The culture media was supplemented with 10% GM-CSF 

culture supernatant from the cell line (J558) transfected with the murine GM-CSF gene 

(kindly provided by Sebastian Amigorena, Institut Curie-France) and β-mercaptoethanol (50 

μM, Sigma). At day 3, 10 ml of IMDMc, 10% of GM-CSF culture supernatant and 50 μM 

β-mercaptoethanol were added to the petri dishes. At day 7, half of the culture supernatant 

was collected, centrifuged and the cell pellet was resuspended in 10 ml fresh IMDMc, 10% of 

GM-CSF culture supernatant and 50 μM β-mercaptoethanol. At day 10, non-adherent cells 

and loosely adherent cells were collected by gentle pipeting and then centrifuged. The cells 
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were then washed twice with IMDMc and incubated at 1 x 106 cells/ml according to different 

protocols. 

Micenrf2−/− mice (20) were provided by the RIKEN BRC according to a MTA to Prof. S. 

Kerdine-Römer. Wild-type (nrf2+/+) and nrf2−/− mice, investigated in the present study, were 

generated from inbred C57BL/6J background nrf2 heterozygous mice. The donating 

investigator reported that these mice were backcrossed to C57BL/6J for at least 10 

generations. Mice were housed in a pathogen-free facility and handled in accordance with the 

principles and procedures outlined in Council Directive 86/609/EEC. Genotyping was 

performed by PCR using genomic DNA that was isolated from tail snips as described (20). 

 

Chemical treatement  

MoDC or BMDC were washed twice and then incubated at 1x106 cells/ml. Cells were then 

treated with dinitrochlorobenzene [DNCB 10 μM, Sigma, St Louis, USA] or cinnamaldehyde 

[CinA 100 μM, Sigma, St Louis, USA] for different period of time according to protocols. 

DNCB and CinA were dissolved in DMSO at 0.1% as a final concentration. 

 

NAC pre-treatment  

At day 10 of differentiation, nrf2+/+ and nrf2-/- BMDC were washed twice with serum free 

medium at the concentration of 2 x106 cells/ml and then pre-treated with NAC (25 mM) for 2 

h. The cells were then washed twice with complete medium and then re-suspended at 1 x106 

cells/ml for further treatments. 

 

Western blot analysis 

Cultured DC (106 cells/ml) were washed in cold PBS before lysis in lysis buffer (20 mM Tris 

pH 7.4, 137 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 7.4, 1% Triton, 25 mM β-glycerophophate, 1 mM 

Na3VO4, 2 mM sodium pyrophosphate, 10% glycerol, 1 mM PMSF, 5 µg/ml aprotinin, 5 

µg/ml leupeptin and 5 µg/ml pepstatin). The homogenates were centrifugated at 15,000 rpm 

for 20 min at 4°C. Equal amounts of denaturated protein were loaded onto 10 % SDS-PAGE 

gel and transferred on PVDF membrane (Amersham Biosciences, Les Ulis, France). 

Membranes were then incubated with Abs directed against Nrf2 (H-300, Santa Cruz 

biotechnology, Santa Cruz, USA). Immunoreactive bands were detected by 
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chemiluminescence (ECL solution, Amersham Biosciences, Les Ulis, France). P38 MAPK 

was used as a loading control and revealed with Abs raised against p38 MAPK (Cell 

Signaling Technology, Ozyme, St-Quentin en Yvelines, France). Bands were measured using 

the ImageLab software (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France).  

 

Electroporation of MoDC with siRNA  

This protocol was performed according to Larangé et al., (28). Briefly, at day 5 of 

differentiation, MoDC were washed once with serum-free medium and once with PBS. Cells 

were then resuspended in serum-free medium at 40x106 cells/ml. Equivalent amounts of non-

silencing control siRNA (20 μM, Rd siRNA from Qiagen, Courtaboeuf, France) or Nrf2 siRNA 

(20 μM, ID s9492, Ambion Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) were transferred into 4 

mm cuvette (Biorad, Marnes-La-Coquette, France) and filled up to a final volume of 100 μl 

with serum-free medium. 4x106 cells were added and pulsed in a GenePulser II (Biorad, 

Marnes-La-Coquette, France) (300V, 150 μF). Cells were then resuspended in complete 

medium with GM-CSF (550 U/ml) and IL-4 (550 U/ml) at a concentration of 106 cells/ml for  

18 h. 

 

Measurement of apoptosis by Annexin V/7-AAD staining  

After 24 h of treatment with chemicals, DC were washed twice with cold PBS and then 

resuspended in 1X Binding buffer (BD Biosciences, France) at a concentration of 1x106 

cells/ml. Cells were then stained and incubated with PE Annexin V and 7-AAD (BD 

Biosciences, France) for 15 min at RT (25°C) in the dark. Cells were then diluted with 1X 

binding buffer. The stained cells were analyzed by flow cytometry using a FACSCalibur™ cell 

analyzer using the CellQuest™ software (Becton Dickinson, France).  

The apoptotic cells stained with both AnV and 7-AAD. The results were expressed by the 

percentage of living cell (AnV-/7-AAD-), total apoptotic cells (AnV+/7-AAD- & AnV+/7-AAD+). 

 

Assessment of mitochondrial membrane potential  

For assessment of mitochondrial membrane potential (DYm), BMDC were stained by the 

cationic lipophilic fluorochrome 3,3’-dihexyloxacarbo-cyanide iodide [DiOC6(3)] (100 nM, 

Molecular Probes, Cergy Pontoise, France) for 30 min in the dark at 37°C. After different time 
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of treatment with DNCB or CinA, the stained cells were analyzed by flow cytometry using a 

FACSCalibur™ cell analyzer using the CellQuest™ software (Becton Dickinson). The results 

were expressed by the percentage of DiOC6(3) low cells. 

 

Measurement of caspase-3/7 activity 

Caspase-3/7 activity was determined by flow cytometry using NucViewTM assay. NucViewTM 

488 caspase-3 substrate (Biotium Inc., USA) is a cell membrane-permeable caspase 

substrate designed for detecting caspase-3/7 activity within cells. The substrate is cleaved by 

caspase-3/7 in the cytoplasm of apoptotic cells, releasing a fluorescent DNA dye that is able 

to enter the nucleus and stain the DNA. Briefly, after 24 h of treatment with DNCB or CinA, 

nrf2+/+ and nrf2-/- BMDC were washed once with PBS 1X and then stained with NucViewTM 

488 caspase-3 substrate (5 μM) for 30 min at RT in the dark. The stained cells were analyzed 

by flow cytometry using a FACSCalibur™ cell analyzer using the CellQuest™ software 

(Becton Dickinson). The results were expressed as the percentage of positive cells. 

 

ROS production 

Intracellular ROS production was detected using the specific dye 2′-7′- 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) from FluoProbes (Interchim), as described 

by Royall and Ischiropoulos (48). H2DCFDA, a membrane-permeable probe, was de-

acetylated to a non-fluorescent product 2′-7′-dichlorodihydrofluorescein (H2DCF) by cellular 

esterases and was oxidized by ROS to a fluorescent product 2′-7′-dichlorofluorescein (DCF). 

Briefly, cells were seeded at 2x106 cells/ml in IMDMc and loaded for 30 min in the dark with 

20 µM H2DCFDA before treatment with the two contact sensitizers (DNCB or CinA). After 

incubation, cells were washed with culture medium. After different time of treatment with 

DNCB or CinA, green DCF fluorescence was analysed by flow cytometry using the FL1-H 

wavelength band on 10000 cells using CellQuest™ software (Becton Dickinson). The results 

were expressed using mean fluorescent intensity (MFI). 

 

Total RNA isolation 

nrf2 +/+ and nrf2 -/- BMDC (106 cells/ml) were treated with DNCB or CinA for 4 h, 8 h and 24 h. 

The protocol was performed as previously described (28). Briefly, total RNA was extracted 
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after lysis of cells in TRIzol reagent (Invitrogen) by the guanidium thiocyanate method 

according to the manufacturer’s instructions. RNA concentration was measured by reading 

the absorbance at 260 nm using a BioMateä 3 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), 

and purity was checked by measuring absorbance at 230 and 280 nm. RNA integrity 

evaluated by capillary electrophoresis using RNA 6000 Nano chips and the Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies) was considered suitable when RIN > 8.0 (RNA Integrity 

Number).  

 

RT-qPCR analysis 

For quantification of mRNA expression, single-stranded cDNA was reverse-transcribed from 

1 µg of total RNA, with random hexamers and oligo-dT priming using the iSCRIPT enzyme 

(Bio-Rad), according to the manufacturer's instructions. Custom StellARray™ qPCR plates 

(Lonza) were designed with two 48-well arrays per plate, including 42 target genes, 5 

reference genes and one negative control. Single-stranded cDNA synthesized from 5 ng of 

total RNA was amplified using the SYBR® Premix Ex taq™ (Takara) reagent according to 

manufacturer’s instructions, in 20 µl reaction volumes. Three separate cDNA samples from 

each biological condition studied were validated through the expression profile of several 

genes, and then pooled to be used in the qPCR array screening. ‘No RT’ controls were 

amplified on all genes to check genomic DNA contamination, and melting curve analysis was 

performed to assess the purity of the PCR products. GeNorm in qBase PLUS tool (54) was 

used to select 18S and Ppib genes as references for normalization of mRNA expression 

results. The relative amount of transcript expression in samples was determined using the 2-

Cq method where Cq = (Cqtarget – Cqreference)sample - (Cqtarget – Cqreference)calibrator. The 

technical variability range of Cq values in the screening assay was estimated to 0.40 from 

replicate measurements, thus only fold-changes < 0.76 (=2-0.40) or > 1.32 (=20.40) were 

considered biologically relevant, and called significant. Final results were expressed as the n-

fold differences in target gene expression either in nrf2 -/- compared to nrf2+/+, or in compound 

treated vs DMSO vehicle treated cells. 

bcl-2 forward primer: 5'-CAA CCC AAT GCC CGC TGT GC-3'   

bcl-2 reverse primer : 5'-GAG AAG TCA TCC CCA GCC CG-3' 
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Statistical analysis 

The comparison of two data groups was analyzed by Mann-Whitney’s U test. A P value of < 

0.05 was considered statistically significant. Data were analyzed with Statistica version 7.1 

software. A Pearson correlation coefficient was used to measure the similarity of gene 

expression fold-changes between screening and repeated RT-qPCR measurements, and 

between different treatment conditions from the screening assay. A Fischer’s exact tets was 

performed to analyze contingency tables of up- and down- regulated genes in cells from both 

Nrf2 genotypes. 
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ABBREVIATIONS   

ACD: allergic contact dermatitis 

BMDC: bone marrow dendritic cells 

CinA: cinnamaldehyde 

CHS: contact hypersensitivity 

DNCB: 2,4-dinitrochlorobenzene 

Keap1: Kelch-like ECH-associated protein 1 

MoDC: dendritic cells derived from monocytes 

Nrf2: nuclear factor 2 related factor 2 

ROS: reactive oxygen species 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Supplementary data 1 
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Supplemental data 2 
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 FIGURES LEGENDS: 

Figure 1: Nrf2 controls DC survival in response to contact sensitizers. 

(A) Nrf2 controls DC survival in response to contact sensitizers in BMDC. Bone marrow 

dendritic cells (BMDC) derived from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were treated with DNCB (10 mM) 

or CinA (100 μM) for 24 h. These results were analyzed by flow cytometry. Apoptotic (AnV+/7-

AAD-) and necrotic (AnV-/7-AAD+) cells were measured by Annexin V (AnV) and 7-Amino-

actinomycin D (7-AAD) staining respectively. The AnV+/7-AAD+ cells represent late apoptotic 

cells. (B) Nrf2 protein accumulation in MoDC in response to contact sensitizers. DC derived 

from human monocytes and purified from peripheral blood (MoDC) were cultured with GM-

CSF (550 U/ml) and IL-4 (550 U/ml) for 5 days. Cells were then washed and treated with 

DNCB (10 mM) or CinA (100 mM) for the indicated times. Nrf2 protein expression was 

measured by Western blot. P38 MAPK was used as a loading control. Data represent one 

representative experiment out of three. (C) Nrf2 controls DC survival in response to contact 

sensitizers in MoDC. MoDC were transfected with nrf2 siRNA or not (random siRNA) and 

were then treated with DNCB (10 mM) or CinA (100 μM) for 18 h. These data represent the 

mean of three independent experiments ± SEM. #: treated cells compared to DMSO in siRNA 

nrf2 or nrf2 -/- , # * P £ 0.05, Mann Whitney U-test. 

Figure 2: Nrf2 deficiency triggers BMDC apoptosis through the intrinsic pathway. 

(A & B) BMDC from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were treated with DNCB (10 μM) or CinA (100 μM) 

for 4 h, 6 h and 24 h. These results were analyzed by flow cytometry. Mitochondrial 

membrane potential (DYm) and caspase-3/7 activity were measured using DiOC6(3) and 

NucViewTM respectively. For caspase-3/7 activity, results were expressed as the percentage 

of positive cells while for DYm loss, results were expressed as the percentage of DiOC6(3) 
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low cells. These data represent the mean ± SEM of 3 independent experiments. #: treated 

cells compared to DMSO in nrf2-/- cells, f $: treated cells compared to DMSO in nrf2+/+ cells, 

*# $P < 0.05, f P < 0.1, Mann Whitney U-test 

Figure 3: The ROS production increase is involved in BMDC apoptosis in the absence of 

Nrf2 in response to both contact sensitizers. 

(A) BMDC from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were treated with DNCB (10 μM) or CinA (100 μM) for 

30 min, 1 h and 2 h. These results were analyzed by flow cytometry. ROS production was 

measured using H2DCF-DA probe. Results were expressed using mean fluorescent intensity 

(MFI). These data represent the mean ± SEM of 3 independent experiments.  

(B) BMDC from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were pre-treated with NAC for 2 h, washed and then 

treated with DNCB (10 μM) or CinA (100 μM) for 1 h. These results were analyzed by flow 

cytometry. ROS production was measured using H2DCF-DA probe. Data represent one 

representative experiment out of 3. 

(C) BMDC from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were pre-treated with NAC for 2 h, washed and then 

treated with DNCB (10 μM) or CinA (100 μM) for 24 h. These results were analyzed by flow 

cytometry. Apoptotic (AnV+/7-AAD-) and necrotic (AnV-/7-AAD+) cells were measured by 

Annexin V (AnV) and 7-Amino-actinomycin D (7-AAD) staining respectively. The 

AnV+/7-AAD+ cells represent late apoptotic cells. These data represent one experiment out of 

three. #: treated compared to DMSO in nrf2-/-, $: treated cells compared to DMSO in nrf2+/+, 

 * # $P < 0.05, Mann Whitney U-test. 

 Figure 4: Nrf2 positively regulates bcl-2 gene expression in response to contact sensitizers. 

BMDC from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were treated with DNCB (10 μM) or CinA (100 μM) for 4 h 

and 8 h. bcl-2 gene expression was measured by RT-qPCR using Bio-Rad CFX. Results are 
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expressed as Fold change. These data represent the mean ± SEM of 3 independent 

experiments. * P < 0.05, Mann Whitney U-test. 

Figure 5: Functional annotation of screened genes expression in qPCR array 

The analyzed genes by RT-qPCR array were involved for 44% (19 genes) in antioxidant 

related processes, and for 56% (24 genes) in immunity-related processes, according to the 

associated GO terms. 

Figure 6:  Clustering of data expression from 19 antioxidant–related genes and 23 immunity-

related genes in DC.  (A) BMDC from nrf2+/+ and nrf2-/- mice were treated with DNCB (10 μM) 

or CinA (100 µM) for 4 h, 8 h and 24 h. Gene expression from 43 target genes was measured 

in RT-qPCR arrays. Results are expressed as mRNA fold change in compound-treated vs 

DMSO-treated cells, either up- (red), down- (green) or not (black) regulated. Fold-changes 

values in the range 0.76-1.32 fell within the technical variability of the screening assay, and 

thus were considered stable expression. These data were obtained from the pool of three 

independent experiments. The genes which were significantly up- or down-regulated in nrf2+/+ 

and/or nrf2-/- dendritic cells treated with DNCB (B) or CinA (A) compared to DMSO cells, 

were counted in each functional class considered.  

Figure 7: Proposed mechanism of apoptosis controlled by Nrf2 in response to contact 

sensitizers in nrf2+/+ and nrf2-/- DC.  In nrf2+/+ DC, contact sensitizers like DNCB or CinA 

induce Nrf2 activation leading to bcl-2, phase II enzymes, antioxidant genes (catalase, gsr, 

gst, gpx1, hmox, nqo1, and nos2) and some immune related genes' expression (cxcl10, ccl3, 

cxcl1). In contrast, other immune related genes seems to be down-regulated (il-1b, il-12a). 

Alternatively, these compounds induce a ROS production, a loss of mitochondrial membrane 

potential (DYm) and a slight activation of caspase-3/7 leading to apoptosis. In nrf2-/- DC, Nrf2 
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deficiency leads to the abolition of bcl-2, detoxification genes (catalase, gsr, gst, gpx1, hmox, 

nqo1, and nos2) and some immune related genes (cxcl10, ccl3, cxcl1). Other immune related 

genes seem to be up-regulated (il-1b, il-12a). Furthermore, a massive ROS production, a 

rapid loss of DYm and an activation of caspase-3/7 lead to apoptosis in response to both 

chemicals. Apoptosis induced by DNCB in the absence of Nrf2, seems to be regulated by 

ROS (        ). 

          : induction  

          : inhibition 

Supplementary data 1: Verification of siRNA nrf2 knockdown efficiency in MoDC. 

As described in material and methods, at day 5 of differentiation, MoDC were washed then 

transfected with either silencing control siRNA (siRNA Rd, 20 μM) or siRNA nrf2 (20 μM). 

Cells were then resuspended in complete medium with GM-CSF (550 U/ml) and IL-4 (550 

U/ml) at a concentration of 106 cells/ml for 18 h. After 18 h of transfection, MoDC siRNA Rd 

or siRNA nrf2 were treated with DNCB for 4 h. The siRNA nrf2 knockdown efficiency was 

checked by measuring Nrf2 protein expression by Western blot. P38 MAPK was used as a 

loading control. Data represent one representative experiment out of three. 

Supplementary data 2: Identification of transcriptional target genes of Nrf2  

BMDC from nrf2+/+ and nrf2-/- 43 target genes was measured in RT-qPCR array.  

Here are presented the genes for which an up-regulated expression pattern is observed in 

nrf2+/+ cells and lowered or reversed in nrf2-/- cells, at each time of treatment with DNCB or 

CinA, i.e. the target genes transcriptionally activated by Nrf2 (p), and those for which an up-

regulated expression pattern is observed in nrf2-/- cells and lowered or reversed in nrf2+/+ 

cells, i.e. the target genes transcriptionally repressed by Nrf2 (q).  
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Résultats complémentaires 

1. REACTIVITE CHIMIQUE ET NRF2 

De nombreuses études montent que Nrf2 est activé par des molécules électrophiles à 

réactivité Cys (Yamamoto et al., 2008; Natsch, 2010; Li et al., 2012b; Migdal et al., 2013; 

Natsch et al., 2013). Nous avons récemment montré que les molécules chimiques ayant des 

réactivités envers les résidus Lys ou Lys / Cys induisent l'accumulation protéique de Nrf2 

dans les cellules de la lignée THP1 et dans les DC humaines (Migdal et al., 2013). Parmis ces 

molécules chimiques, certaines induisent préférentiellement des allergies respiratoires 

(récativité Lys) quant aux autres des allergies cutanées (récativités Cys) ou mixtes (récativité 

mixte). Pour aborder le rôle de Nrf2 dans la réactivité chimique, différents haptènes ont été 

étudiés selon leur réactivité tels que le TNCB à réactivité Cys, deux isocyanates à réactivité 

Cys et Lys [l’isophorone diisocyanate (IPDI) & toluène diisocyanate (TDI)] et deux anhydrides 

à réactivité Lys [l’anhydride trimélitique (TMA) et l'anhydride phtalique (PA)]. Deux modèles 

expérimentaux ont été utilisés : le Mouse Ear Sweling Test (MEST) et le le Local Lymph Node 

Assay (LLNA) afin de démontrer le lien de la réactivité chimique et de Nrf2 dans le contrôle 

de la réponse allergique.  

Le TNCB, à la concentration de 1%, induit une augmentation plus importante de 

l’épaisseur des oreilles chez les souris nrf2-/- comparées aux souris nrf2+/+ (Figure 68).  
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Figure 68 : Nrf2 contrôle l'inflammation cutanée induite par le TNCB. (A) Protocole expérimental. 

Les souris nrf2+/+ & nrf2-/- ont été sensibilisées à j0 par une application sur l'abdomen rasé par le TNCB 
(1%) dissous dans l'acétone puis 5 jours plus tard les souris ont reçu une application de TNCB (0,5%) 
sur les deux côtés des 2 oreilles. (B) L'augmentation de l'épaisseur des oreilles a été mesurée 24 h,  
48 h, 72 h et 96 h après le rappel. Les souris contrôles (véhicule) ont uniquement reçu une application 
de TNCB (0,5%) au niveau des oreilles à j5. Les résultats sont exprimés en % d'augmentation de 
l'épaisseur des oreilles = [(moyenne de l'épaisseur des deux oreilles (24, 48, 72 ou 96 h après le 
rappel) – (moyenne de l'épaisseur des oreilles mesurée avant le rappel)] / moyenne de l'épaisseur des 
oreilles avant le rappel) x 100]. Les résultats représentent la moyenne de l'augmentation de 
l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 9 souris), *P ≤0,05. 

Les résultats du MEST, concernant la famille des isocyanates, montrent que l'IPDI et le TDI 

aux concentrations respectives de 0,1% et de 1% induisent une réponse inflammatoire 

cutanée exacerbée chez les souris nrf2-/- comparées aux souris nrf2+/+. En revanche, aux 

concentrations non irritantes de 0,05% d'IPDI et de 0,5% de TDI, l'augmentation de 

l'épaisseur des oreilles n’est observée que chez les souris nrf2-/- (Figure 69). Pour la famille 

des anhydrides comprenant le PA et le TMA, un MEST modifié, comme celui utilisé pour le 

CinA, a été effectué (El Ali et al., 2013). Ainsi, en réponse au PA ou au TMA à la concentration 

non irritante de 10%, le MEST est négatif chez les souris nrf2+/+ mais positif chez les souris 

nrf2-/- (Figure 70). 
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Figure 69 : Les molécules d'isocyanates augmentent l'inflammation cutanée chez les souris nrf2-/- 

comparées aux souris nrf2+/+. (A) Protocole expérimental. Les souris nrf2+/+ & nrf2-/- ont été 
sensibilisées à j0 par une application cutanée, au niveau de l'abdomen, d'IPDI (0,1% ou 0,05%) ou de 
TDI (1% ou 0,5%) dissous dans l'acétone puis 5 jours plus tard les souris ont reçu une application 
d'IPDI (0,05%) ou TDI (0,5%) sur les deux côtés des 2 oreilles. (B & C) L'augmentation de l'épaisseur 
des oreilles a été mesurée 24 h, 48 h, 72 h et 96 h après le rappel. Les souris contrôle (véhicules) ont 
uniquement reçu une application d'IPDI (0,05%) (B) ou de TDI (0,5%) (C) au niveau des oreilles à j5. 
Les résultats sont exprimés en % de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles comme décrit dans la 
figure 78. Les résultats représentent la moyenne de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles ± SEM 
(n = 7 souris), *P ≤0,05. 
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Figure 70 : Les molécules d'anhydrides induisent une inflammation cutanée chez les souris nrf2-/- 

comparées aux souris nrf2+/+. (A) Protocole expérimental. Les souris nrf2+/+ & nrf2-/- ont été 
sensibilisées à j0, j1, j2 par le PA ou le TMA (15% ou 10%) dissous dans l'acétone puis 5 jours après la 
dernière sensibilisation, les souris ont reçu une application de PA ou TMA (10%) sur les deux côtés 
des 2 oreilles. (B & C) L'augmentation de l'épaisseur des oreilles a été mesurée 24 h, 48 h, 72 h et 96 h 
après le rappel. Les souris contrôles (véhicules) ont uniquement reçu une application de PA (B) ou 
TMA (C)  (10%) au niveau des oreilles à j5. Les résultats sont exprimés en % de l'augmentation de 
l'épaisseur des oreilles comme décrit dans la figure 78. Les résultats représentent la moyenne de 
l'augmentation de l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 7 souris), *P ≤0,05. 
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Nos résultats du LLNA montrent que toutes les molécules testées (IPDI, TDI, PA et TMA) 

induisent une augmentation de la prolifération lymphocytaire chez les souris nrf2+/+ et nrf2-/-. 

Pour une même concentration, cette prolifération lymphocytaire est plus élevée chez les 

souris nrf2-/-comparées aux souris nrf2+/+. Pour l'IPDI, le TDI, le PA et le TMA une corrélation 

a été établie entre la prolifération lymphocytaire, exprimée en index de stimulation (IS), et le 

niveau d'irritation d'une même molécule testée chez les souris nrf2+/+ et nrf2-/-. Pour les 

isocyanates, l'augmentation de l'IS chez les souris nrf2-/- est accompagnée d'un niveau 

d'irritation plus élevé par rapport aux souris nrf2+/+. En revanche, ceci n’est pas vrai pour les 

anhydrides (Tableau 12). 

 

 

 

Tableau 12: Tableau 
comparatif entre l'index de 
stimulation (IS) et le niveau 
d'irritation des différentes 
molécules chimiques. (A) 
anhydride phtalique, (B) 
anhydride triméllitique, (C) 
Isophorone diisocyanate 
(IPDI),  (D) toluène 
diisocyante (TDI). Le LLNA a 
été effectué comme décrit 
dans la section Matériels et 
Méthodes de l'article 1. Les 
résultats sont exprimés en IS, 
IS = dpm traitées / dpm 
contrôle, n=4 souris pour PA 
& TDI ou n=8 pour TMA ou 
IPDI correspondant à deux 
expériences indépendantes. 
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 Parmi les molécules chimiques connues pour induire des HSC, le nickel est un des métaux 

plus allergisants. Il a été démontré que le nickel n’induit une HSC que s’il est associé à un 

irritant ou s’il est oxydé (Artik et al., 1999). Récemment, il a été démontré que ce métal active 

le TLR4 humain et n'induit aucune réaction d'HSC chez la souris si le TLR4 n’a pas été 

humanisé chez la souris. Le nickel se lie à trois résidus histidines présents au niveau du TLR4 

humain et absents au niveau du TLR4 murin justifiant l'incapacité du nickel à induire une HSC 

chez la souris (Schmidt et al., 2010). Comme l’irritation et la production d’ERO sont plus 

importantes chez les souris nrf2-/-, le rôle de Nrf2 en tant que senseur de signal de danger a 

été adressé. Les MEST effectués chez les souris nrf2+/+ & nrf2-/- montrent que seules les souris 

nrf2-/- recevant le nickel développent une HSC (Figure 71).  

 

 

Figure 71 : Le NiSO4 n’induit une HSC que chez les souris nrf2-/- (A) Protocole expérimental. Les 

souris nrf2+/+ & nrf2-/- ont été sensibilisées à j0 par une injection intra-dermale au niveau de l'abdomen 
par le NiSO4 (10 mM) dissous dans du PBS puis les souris ont reçu une injection intra-dermale par le 
NiSO4 (10 mM) au niveau des 2 oreilles. (B) L'augmentation de l'épaisseur des oreilles a été mesurée 
24 h, 48 h, 72 h et 96 h après le rappel. Les souris contrôles (véhicules) ont uniquement reçu une 
injection intra-dermale de NiSO4 (10 mM) au niveau des oreilles à j5. Les résultats sont exprimés en % 
de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles comme décrit dans la figure 78. Les résultats 
représentent la moyenne de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 2 souris), *P ≤0,05. 
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2. NRF2 ET CELLULES DENDRITIQUES  

 Les DC contrôlent les phases de sensibilisation et d'élicitation au cours de l’EAC (Gomez 

de Aguero et al., 2012; Martin, 2012). Nous avons ainsi ensuite adressé le rôle des DC et de 

Nrf2 dans les HSC induites par les molécules allergisantes. Pour ce faire, des transferts 

adoptifs de DC issues de souris nrf2+/+ ou nrf2-/- ont été réalisés dans les deux génotypes 

(Figure 72).  

Figure 72: Protocole expérimental. Les DC nrf2+/+ et nrf2-/- issues de la moelle osseuse ont été lavées 
une fois avec du PBS puis chargées avec l'acide trinitrobenzène sulfonique (TNBS) pendant 7 min à 
37°C. Ces cellules ont été ensuite lavées, comptées puis reprises à la concentration de 1,5 x 105 ou 3 x 
105 DC/100 µl. Les souris nrf2+/+ ou nrf2-/- ont été ensuite sensibilisées par une injection intra-dermale 
des DC nrf2+/+ou nrf2-/- préparées. 5 jours plus tard, toutes les souris ont reçu une application cutanée 
de TNCB (1% ou 0,5%) au niveau des 2 côtés des 2 oreilles. 2 jours après la dernière mesure de 
l'épaisseur des oreilles, les souris ont reçu un second rappel en appliquant le TNCB (0,5% ou 1%) au 
niveau des 2 oreilles. L'augmentation de l'épaisseur des oreilles a été mesurée 24 h, 48 h, 72 h et 96 h 
après les deux rappels. Les souris contrôles ont reçu à j0 une injection intra-dermale de PBS puis une 
application de TNCB 0,5% ou 1% à j5. 

 Nos résultats montrent que les DC jouent un rôle clef dans la réaction inflammatoire 

d’origine allergique. Ainsi, deux concentrations de DC (1,5 x 105 DC ou 3 x 105 DC) et deux 



- Résultats complémentaires - 
 

228 
 

concentrations de TNCB (1% ou 0,5%) ont été utilisées. Afin de mimer la phase de 

sensibilisation, les souris ont reçu, à j0, une injection intradermique de DC chargées in vitro 

par l'acide trinitrobenzène sulfonique (TNBS). Cinq jours plus tard, le rappel a eu lieu par une 

application de TNCB (1% ou 0,5%) au niveau des oreilles et l'épaisseur des oreilles a été 

ensuite mesurée. Afin de disséquer le rôle des DC au cours de la réponse allergique suite à des 

expositions répétées, les souris nrf2+/+ ou nrf2-/- ont reçu un second rappel de TNCB à la 

même concentration qu’au cours du premier rappel (Figure 73). Nous montrons que la 

réaction d'HSC n'est observée que si la sensibilisation est réalisée via des DC nrf2-/- chargées 

de TNBS (DC nrf2-/-), et ce quelle que soit la concentration de DC injectées (1,5 x 106 DC/100 

µl ou 3 x 106/100 µl). La réaction inflammatoire atteint un maximum de réponse 24 h après le 

rappel puis diminue progressivement au cours du temps quelle que soit la concentration de 

DC ou de TNCB testée en rappel (Figure 73). Suite au second rappel, la réponse 

inflammatoire cutanée est majorée quelle que soit l’origine des DC transférées cependant 

cette réponse inflammatoire reste supérieure lors de transfert de DC nrf2-/- +TNBS (Figure 

73). 
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Figure 73: Les DC nrf2+/+ contrôlent les réactions d'hypresensibilités cutanées en réponse au TNCB 

chez les souris nrf2+/+. Les DC nrf2+/+ et nrf2-/- issues de la moelle osseuse ont été lavées une fois avec 

du PBS puis chargées avec le TNBS pendant 7 min à 37°C. Ces cellules ont été ensuite lavées, comptées 
puis reprises à la concentration de 1,5 x 105 ou 3 x 105 DC/100 µl. Les souris nrf2+/+ ont été ensuite 
sensibilisées par une injection intra-dermale des DC nrf2+/+ou nrf2-/- préparées. 5 jours plus tard, 
toutes les souris ont reçu une application cutanée de TNCB (1% ou 0,5%) au niveau des 2 côtés des 2 
oreilles. 2 jours après la dernière mesure de l'épaisseur des oreilles, les souris ont reçu un second 
rappel en appliquant le TNCB (0,5% ou 1%) au niveau des 2 oreilles. L'augmentation de l'épaisseur 
des oreilles a été mesurée 24 h, 48 h, 72 h et 96 h après les deux rappels. Les souris contrôles ont reçu 
à j0 une injection intra-dermale de PBS puis une application de TNCB 0,5% ou 1% à j5. Les résultats 
sont exprimés en % de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles comme décrit dans la figure 70. Les 
résultats représentent la moyenne de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 5 souris), 
*P ≤0,05. (A) 1,5 x 105 DC / TNCB 0,5%, (B) 3 x 105 DC / TNCB 0,5%, (D) 1,5 x 105 DC / TNCB 1%, (E) 
3 x 105 DC / TNCB 1%.  
(C & F) Les DC nrf2-/- montrent une réponse exacerbée d'HSC en réponse au TNCB à 24 h comparées 
aux DC nrf2+/+. Les résultats sont exprimés en augmentation de l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 5 
souris), $ : DC nrf2+/+ +TNBS vs DC nrf2+/+ -TNBS # : DC nrf2-/- + TNBS vs DC nrf2-/- -TNBS, $#*P < 0,05; 
**P < 0,01; Mann-Whitney U-test, +TNBS : avec TNBS, -TNBS : sans TNBS 
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Des expériences miroirs de transfert de DC (nrf2+/+ ou nrf2-/-) chez des souris nrf2-/-

montrent qu'à la plus faible concentration de DC (1,5 x 105 DC), la réaction d'HSC n'est 

observée que chez les souris ayant reçues des DC nrf2-/- +TNBS (Figure 74A).  

Ces expériences de tranfert de DC nous permettent de montrer qu’à la plus forte 

concentration de DC (3 x 105), la réponse inflammatoire cutanée est induite quelle que soit 

l’origine des DC transférées (DC nrf2+/++TNBS ou DC nrf2-/-+TNBS) (Figure 74B). Cependant, 

la réponse est exacerbée en réponse aux DC nrf2-/-+TNBS. Cette réaction inflammatoire atteint 

son maximum d’amplitude 24 h après le rappel puis diminue pour atteindre un plateau au 

cours du temps. Par ailleurs, nous montrons que l'injection de DC nrf2-/- (3 x 105) non 

chargées induit une augmentation de l'épaisseur des oreilles significative par rapport aux DC 

nrf2+/+ (Figure 74C).  

Ces résultats montrent que, via les DC, Nrf2 joue un rôle important dans la régulation de la 

réponse immunitaire spécifique en réponse aux molécules allergisantes (Figure 75). 
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Figure 74 : Les DC nrf2+/+ contrôlent la réaction d'HSC en réponse au TNCB dans les souris 
nrf2+/+. Les DC nrf2+/+ et nrf2-/- issues de la moelle osseuse ont été lavées une fois avec du PBS puis 

chargées avec le TNBS pendant 7 min à 37°C. Ces cellules ont été ensuite lavées, comptées puis 
reprises à la concentration de 1,5 x 105 ou 3 x 105 DC/100 µl. Les souris nrf2+/+ ont été ensuite 
sensibilisées par une injection intra-dermale avec les DC nrf2+/+ou nrf2-/- préparées. 5 jours plus tard, 
toutes les souris ont reçu une application cutanée de TNCB (1% ou 0,5%) au niveau des 2 côtés des 2 
oreilles. 2 jours après la dernière mesure de l'épaisseur des oreilles, les souris ont reçu un second 
rappel en appliquant le TNCB (0,5% ou 1%) au niveau des 2 oreilles. L'augmentation de l'épaisseur 
des oreilles a été mesurée 24 h, 48 h, 72 h et 96 h après les deux rappels. Les souris contrôles ont reçu 
à j0 une injection intra-dermale de PBS puis une application de TNCB 0,5% ou 1% à j5. Les résultats 
sont exprimés en % de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles comme décrit dans la figure 78. Les 
résultats représentent la moyenne de l'augmentation de l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 5 souris), 
*P ≤0,05. (A) 1,5 x 105 DC / TNCB 0,5%, (B) 3 x 105 DC / TNCB 0,5%,  
(C) Les DC nrf2-/- montrent une réponse exacerbée d'HSC en réponse au TNCB à 24 h comparées aux 
DC nrf2+/+. Les résultats sont exprimés en augmentation de l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 5 
souris), $ : DC nrf2+/+ +TNBS vs DC nrf2+/+ -TNBS # : DC nrf2-/- + TNBS vs DC nrf2-/- -TNBS, $#P < 0,05; 
**P < 0,01; ***P<0,001, Mann-Whitney U-test, +TNBS : avec TNBS, -TNBS : sans TNBS 
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Figure 75: Les DC nrf2-/- génèrent une inflammation cutanée plus importante chez les souris nrf2+/+ 
et nrf2-/- en réponse au TNCB. A j0, les souris nrf2+/+ (cercles) et nrf2-/- (triangles) ont été sensibilisées 
par une injection intra-dermale par des DC nrf2+/+ (symboles blancs) ou des DC nrf2-/- (symboles 
noirs) chargées in vitro par du TNBS. 5 jours plus tard, toutes les souris ont reçu une application 
cutanée de TNCB (0,5%) au niveau des 2 oreilles. Les résultats sont exprimés en augmentation de 
l'épaisseur des oreilles 24 h après le rappel, (n= 8-12 oreilles correspondants à 4-6 souris / groupe). 
**P<0,01; ***P<0,001; Mann-Whitney U-test. ns : non-significatif 

L’analyse du phénotype des DC nrf2-/- a permis de montrer qu’elles sont plus 

inflammatoires que les DC nrf2+/+. En effet, à l'état basal, les DC nrf2-/- présentent un 

phénotype de DC activées et matures caractérisé par une plus forte expression des molécules 

de co-stimulation telles que le CD86 () et une plus forte expression génique des cytokines 

pro-inflammatoires telles que l'il-6 et l'il-12p40 (résultats Romain Génard, 2ème année de 

Thèse) (Figure 76).  
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Figure 76: Caractérisation du phénotype membranaire et cytokinique des DC nrf2+/+ et nrf2-/- à l'état 

basal. Les DC issues de la moelle osseuse des souris nrf2+/+ ou nrf2-/- ont été différenciées pendant 9 
jours en présence du surnageant de GM-CSF issu de la lignée cellulaire J558 transfectées par le gène 
murin de gm-csf. (A) Les BMDC nrf2+/+ et nrf2-/- ont été lavées, marquées avec l'Ac anti-CD86 puis 
analysées par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en % de cellules positives. (B) Aj9, les 
BMDC nrf2+/+ et nrf2-/- ont été lavées puis rétro-transcrites. Les expressions géniques de l'il-6 et de l'il-
12p40 ont été mesurées par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés selon la méthode du ΔΔCt où le fold 

induction correspond au ratio (Rn)  = 2 (-ΔΔCt)   avec ΔCt = Ct échantillon traité – Ct 

échantillon non traité   et E = 1. 

De plus, l’analyse de 43 gènes par PCR array a permis de dessiner le profil d'expression 

des gènes dans les DC nrf2+/+ et les DC nrf2-/- à l'état basal (Figure 77). 

 

Figure 77 : Expression basale des différents gènes réprimés ou surexprimés dans les DC nrf2-/- 
comparées aux DC nrf2+/+. Les résultats sont exprimés en "fold induction". La zone grisée correspond à 
la variabilité technique de mesures de DCq (-0,40 < log2 ratio < 0,40) correspondant aux valeurs non 
significatives. 
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3. Nrf2 & Lymphocytes T 

L’exacerbation de la réaction inflammatoire en l’absence de Nrf2 en réponse aux 

molécules allergisantes cutanées peut se justifier par un défaut de la fonction des DC ou bien 

aussi par un défaut de la fonction des cellules participant à la résolution de l'inflammation 

telles que les Treg (Lass et al., 2008; Vocanson et al., 2010; Saadoun et al., 2011; Josefowicz et 

al., 2012; Krishnamoorthy et al., 2012).  

Nos résultats préliminaires montrent qu’à l'état basal, aucune différence du nombre de 

Treg n'est observée chez les souris nrf2+/+ ou nrf2-/-. En revanche, les souris nrf2-/- présentent 

deux fois moins de Treg recrutés au niveau cutané comparées aux souris nrf2+/+ en réponse 

au DNCB (Figure 78). En réponse au CinA, aucun recrutement de Treg (Foxp3+) n'a été 

détecté dans les deux génotypes 48 h après le rappel (Figure 79). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 78: Caractérisation des Treg dans les souris nrf2+/+ et nrf2-/-. A j0, les souris nrf2+/+ et nrf2-/- 
ont été sensibilisées au niveau de l'abdomen rasé avec le DNCB 1% dissout dans l'acétone. 5 jours plus 
tard, les souris reçoivent une application du DNCB 0,5% au niveau des deux côtés des deux oreilles. 
Les souris contrôles (véhicule) ont uniquement reçues une application de DNCB 0,5% à j5 au niveau 
des deux oreilles. 48 h après le rappel, les souris sont sacrifiées et des marquages 
immunohistochimiques (Foxp3/LTCD3) sont effectués. Les résultats sont exprimés en pourcentage de 
cellules positives. 
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Figure 79: Absence de recrutement de Treg chez les souris nrf2+/+ ou nrf2-/- sensibilisées au CinA 
75%. A j-2, j-1 et j0 les souris nrf2+/+ et nrf2 -/- ont été sensibilisées au niveau de l'abdomen rasé par le 
CinA 75% dissout dans l'acétone. 5 jours après la dernière sensibilisation, les souris ont reçu une 
application de CinA 40% au niveau des deux côtés des deux oreilles. Les souris contrôles (véhicule) 
ont uniquement reçu une application de CinA 40% à j5 au niveau des deux oreilles. 48 h après le 
rappel, les souris sont sacrifiées et des marquages immunohistochimiques [Foxp3 (vert) /LTCD3 
(rouge)] ont été effectués. 

Nous avons ensuite étudié le rôle de Nrf2 dans la réponse tolérogène en réponse au DNCB. 

Pour ce faire, des souris nrf2+/+ et nrf2-/- sont rendues tolérantes par le dinitrocyanobenzène 

(DNTB) selon le protocole de Gomez de Aguero et al., 2012. Nous montrons que les souris 

nrf2+/+ rendues tolérantes par le DNTB ne montrent aucune réaction d'HSC en réponse au 

DNCB comparées aux souris non rendues tolérantes (Figure 80). 

tout comme décrit par Gomez de Aguero et al., (Gomez de Aguero et al., 2012). En 

revanche, les souris nrf2-/- rendues tolérantes par le DNTB montrent un MEST positif et une 

exacerbation de la réponse inflammatoire d'origine allergique en réponse au DNCB 

comparées aux souris contrôles (Figure 80). Ainsi, l’absence de Nrf2 ne contrôle plus la 

tolérance cutanée induite par les molécules allergisantes.  
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Figure 80: Absence de la réponse tolérogène chez les souris nrf2-/- pré-traitées par le DNTB 
contrairement aux souris nrf2+/+. A j0, les souris nrf2+/+ et nrf2-/- ont été rendues tolérantes par une 
application cutanée de DNTB (1%) au niveau de l'abdomen. Une semaine plus tard, les souris ont été 
sensibilisées par une application cutanée de DNCB (1%) au niveau du dos. 5 jours plus tard, les souris 
ont reçu une application de DNCB (0,5%) au niveau des 2 oreilles. L'augmentation de l'épaisseur des 
oreilles a été mesuré 24 h, 48h, 72 h et 96 h après le rappel. Les souris contrôles (veh) ont uniquement 
reçu une application de DNCB (0,5%) à j5. Les résultats sont exprimés en % de l'augmentation de 
l'épaisseur des oreilles ± SEM (n = 7 souris), 

* : Veh/DNCB/DNCB vs DNTB/DNCB/DNCB. $ : Veh/Veh/DNCB vs Veh/DNCB/DNCB, λ : 
Veh/Veh/DNCB vs DNTB/DNCB/DNCB, *# λ P ≤0,05 
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Discussion 

Les réactions allergiques telles que les réactions d’hypersensibilité de contact (HSC) sont 

un problème de santé publique. L’incidence de ces réactions est estimée à 20% dans les pays 

industrialisés (Peiser et al., 2012). Il s’agit d’une réaction inflammatoire aiguë qui survient 

suite à des expositions répétées d’une molécule allergisante avec la peau et dans laquelle les 

DC jouent un rôle essentiel (Martin et al., 2011). Les composés chimiques responsables de 

l'HSC sont majoritairement des haptènes, molécules de faibles poids moléculaires, qui ne 

deviennent immunogènes qu’après association stable avec des protéines (Lepoittevin, 2006). 

L’HSC est composée de deux phases : une phase de sensibilisation et une phase d’élicitation. 

Au cours de la phase de sensibilisation, les DC activées par l'haptène, migrent vers les 

ganglions lymphatiques pour induire une réponse immunitaire primaire spécifique de 

l'haptène (Kissenpfennig et al., 2005). Une fois activées, les DC passent alors d’un état dit 

‘immature’ à un état dit ‘mature’ caractérisé par une augmentation de l'expression des 

molécules de co-stimulation (CD86, CD80, CD40) et des antigènes de CMH-II (Banchereau and 

Steinman, 1998).  

En 1994, Matzinger a introduit la théorie du ‘signal de danger’. Ce signal déterminera si la 

reconnaissance de l’Ag conduira à la tolérance ou à une réponse immunitaire effectrice 

(Matzinger, 1994). Ainsi, l'activation des DC peut se faire soit directement par l'haptène perçu 

comme un signal de danger soit par les autres signaux de dangers produits dans le 

microenvironnement cutané (Martin et al., 2011). Ces derniers sont produits lors de 

dommages tissulaires, d’une réaction inflammatoire, d’un stress ou bien d’une mort cellulaire 

(Cumberbatch et al., 2001a; Cumberbatch et al., 2001b; Vabulas et al., 2002; Antonopoulos et 

al., 2008; Weber et al., 2010). Tous ces signaux de dangers participent à la maturation 

complète des DC (Gallucci and Matzinger, 2001). Celle-ci est caractérisée par une 

augmentation des molécules de co-stimulation (CD86, CD80 et CD40) en présence des 

haptènes tels que le DNCB (Mizuashi et al., 2005; Byamba et al., 2010).  

 In vitro, les molécules allergisantes telles que le DNCB induisent la production d'ERO 

(Byamba et al., 2010) qui participent à l’augmentation des marqueurs membranaires de co-

stimulation tels que le CD86 dans les DC humaines (Mizuashi et al., 2005). 

Les haptènes, molécules réactives intrinsèquement ou via métabolisation ou oxydation, 

sont capables d’induire un stress chimique. Parmi les voies de détoxication en réponse aux 

xénobiotiques, la voie Nrf2/Keap1 est une voie centrale pour la détection de composés 
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électrophiles tant endogènes qu’exogènes par la cellule (Itoh et al., 2004; Kensler et al., 2007). 

Ces dernières années, de nombreuses études ont démontré le rôle clef du facteur de 

transcription Nrf2 dans le contrôle des réactions inflammatoires médiées par le stress 

oxydant (Motohashi and Yamamoto, 2004; Chen et al., 2006; Cho et al., 2006; Kim et al., 2010; 

Cai et al., 2011; Ruiz et al., 2013).  

Nous avons montré que les molécules allergisantes cutanées telles que le DNCB et le CinA, 

contrairement aux irritants tels que le chlorure de benzalkonium et le dodécylsulfate de 

sodium (SDS), induisent l'accumulation protéique de Nrf2 et les expressions de ses gènes 

cibles tels que nqo1 et ho-1 dans les DC humaines (Ade et al., 2009). L’utilisation d’un modèle 

in vitro de lignée humaine de KC appelé KeratinoSens a permis de montrer que de nombreux 

composés chimiques connus pour être des molécules allergisantes cutanées activent la voie 

Nrf2 (Emter et al., 2010). 

A ce jour, quatre méthodes in vitro, actuellement en pré-validation, ont été développées 

pour mesurer le pouvoir sensibilisant cutané des molécules chimiques. Il s'agit du Direct 

Reactivity Peptide Assay (DRPA), du Myeloid U937 Skin Sensitization Test (MUSST), du 

human Cell Line Activation Test (h-CLAT) et du KeratinoSens (Natsch et al., 2013). Tous ces 

tests intègrent la réaction allergique : le DRPA prend en compte la réactivité chimique de 

l’haptène, le KeratinoSens intègre la capacité d’une molécule à induire l’activité 

transcriptionelle de gènes dont le promoteur possède des séquences ARE et quant aux tests 

MUSST et hCLAT, ils prennent en considération la capacité des haptènes à induire l’activation 

des DC.  

Si certains auteurs proposent un rôle de Nrf2 dans le caractère allergisant des produits 

chimiques, aucune étude n’a défini sa fonction dans les cellules de l’immunité et n’a montré 

son rôle dans l’allergie cutanée. Pour adresser le rôle de Nrf2 dans les cellules de l’immunité 

et dans l’allergie cutanée, nous avons choisi de travailler dans un modèle de souris nrf2+/+ et 

nrf2-/-.  

Nos résultats montrent que les DC nrf2-/- produisent deux fois plus d'ERO que les DC 

nrf2+/+ en réponse aux DNCB et CinA. Cette production atteint un maximum 30 min après la 

stimulation par les molécules mais ne perdure pas. De plus, une production basale d'ERO est 

uniquement observée dans les DC nrf2-/-. Ces résultats sont en corrélation avec ce qui est 

décrit par Yeang et al., montrant que les DC nrf2-/- sont plus sensibles à un signal de danger tel 

que le LPS et produisent plus d'ERO comparées aux DC nrf2+/+. Par ailleurs, à l’état basal, les 
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DC nrf2-/- ont un taux de glutathion intracellulaire plus faible que celui des DC nrf2+/+ (Aw 

Yeang et al., 2012). Ainsi, les DC nrf2-/- seraient plus vulnérables à un stress oxydant. 

 De plus, les molécules allergisantes induisent une augmentation du nombre des DC  

nrf2-/- en apoptose à 24 h. Cette mort cellulaire est accompagnée d'une augmentation de 

l’activité caspase-3/7 et d'une chute plus rapide du potentiel membranaire mitochondrial 

(DYm) dans les DC nrf2-/- comparées aux DC nrf2+/+ en réponse au DNCB ou au CinA. Ainsi, le 

DNCB et le CinA induisent la mort cellulaire des DC via l'activation des caspases impliquées 

dans la voie mitochondriale ou intrinsèque de l'apoptose.  

La neutralisation des ERO par la NAC a permis de montrer que la mort induite par le 

DNCB est ERO dépendante tout comme décrite par Liu et al., et d'autres (Circu and Aw, 2010; 

Liu et al., 2010; Sharma et al., 2012). En revanche, l’apoptose induite par le CinA est moins 

sensible à la production des ERO. Il est décrit que le DNCB peut se fixer aux fonctions thiols 

des protéines via une réaction de substitution, ainsi le DNCB en présence de NAC serait 

neutralisé et ses effets antagonisés. Cependant, ceci ne peut être exclu pour le CinA car tout 

comme le DNCB, le CinA peut se fixer aux fonctions thiols via une réaction de Michael.  

Dans les BMDC nrf2+/+, le DNCB et le CinA induisent l'expression génique de bcl-2, 

démontrée être régulée par Nrf2 (Niture and Jaiswal, 2012) tandis que cette expression n’est 

pas induite par ces deux haptènes dans les BMDC nrf2-/-. Par conséquent, tout comme décrit 

par Brunelle et Letai (Brunelle and Letai, 2009), l’expression de Bcl-2 participerait au 

contrôle de l’apoptose induite par les molécules allergisantes, et ce via Nrf2. L’étude de 

l’apoptose des DC (bcl-2-/-) induite par le DNCB et CinA nous permettrait de confirmer le rôle 

de cette protéine dans la survie des DC (nrf2+/+). 

L’analyse de 43 gènes par PCR array a permis d’analyser le profil d'expression des gènes 

dans les DC nrf2+/+ et les DC nrf2-/- stimulées par le DNCB ou le CinA pendant 4 h, 8 h ou 24 h. 

En réponse au DNCB ou au CinA, Nrf2 régule positivement ho-1, nqo-1, gsr, gpx, jouant un rôle 

détoxifiant et la monoxyde d'azote synthase (nos2), jouant un rôle dans la maturation de la DC 

(Wong et al., 2004). Ainsi, Nrf2 contrôle l’apoptose des DC activées par les molécules 

allergisantes via l’induction d’ARNm codant pour bcl-2 et pour un nombre de gènes impliqués 

dans la réponse anti-oxydante (gst, nqo1, ho-1, gsr, cat) (El Ali et al., article en préparation).  

Afin d’adresser le rôle de Nrf2 dans l’allergie cutanée en réponse à ces différents 

composés chimiques, nous avons développé deux tests dans un modèle de souris invalidées 

pour le gène codant pour nrf2 : le Local Lymph Node Assay (LLNA) afin de mesurer la phase 
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de sensibilisation et le Mouse Ear Sweling Test (MEST) afin de mesurer à la fois la phase de 

sensibilisation et la phase d’élicitation. 

Nos résultats du MEST montrent qu’en absence de Nrf2, toutes les molécules chimiques 

testées sont capables d’induire une réaction inflammatoire d’origine allergique 

(augmentation de l’épaisseur de l’oreille). Cependant pour une même concentration testée, 

certains composés chimiques n’induisent aucune augmentation de l’épaisseur de l’oreille chez 

les souris nrf2+/+. C’est ainsi que le DNCB à des concentrations non irritantes de 0,25% ou 

0,5% n’induit une augmentation de l’épaisseur des oreilles que chez les souris nrf2-/- (El Ali et 

al., 2013). Quant aux résultats obtenus par le LLNA, toutes les molécules testées (le DNCB, le 

CinA, l'IPDI, le TDI, le PA et le TMA) induisent une augmentation de la prolifération 

lymphocytaire chez les souris nrf2+/+ et nrf2-/-. Nos résultats concernant le DNCB sont en 

corrélation avec l'étude effectuée par Van der Veen et al. (van der Veen et al., 2013). L’index 

de stimulation (IS), pour une même concentration, est plus élevé chez les souris nrf2-/- 

comparées aux souris nrf2+/+. Par conséquent, Nrf2 contrôle la prolifération des cellules au 

sein des ganglions drainants au cours de la phase de sensibilisation. Des résultats 

préliminaires montrent que le nombre de DC migrant aux ganglions est plus élevé chez les 

souris nrf2-/- que les chez les souris nrf2+/+. Ainsi, Nrf2 contrôle la réponse inflammatoire 

cutanée ainsi que la prolifération lymphocytaire en réponse à des molécules allergisantes 

quelle que soit leur réactivité chimique. Ces résultats soulignent également le rôle clef de Nrf2 

dans le contrôle régulateur des signaux de danger. 

Par ailleurs, ces effets d’exacerbation de la réponse inflammatoire chez les souris nrf2-/- ne 

sont pas dus à un défaut immunitaire global de réponse chez ces souris car en réponse à la 

plus faible concentration testée de 0,1% de DNCB, aucune réponse inflammatoire n’est 

induite dans les deux génotypes. Enfin, en réponse au CinA, les souris nrf2-/- développent une 

HSC tout comme les souris déficientes en lymphocytes T CD4, décrites par Vocanson et al., 

(Vocanson et al., 2006). Par conséquent, le seuil de sensibilité de la réponse inflammatoire 

cutanée responsable d'une HSC est plus bas en absence du facteur de transcription Nrf2. Nrf2 

semble alors réguler l’amplitude de la réponse allergique et pourrait contrôler la réponse 

Treg. Nos résulats préliminaires de tolérance confirment que Nrf2 participerait bine à la 

régulation de la tolérance cuatnée, soit len contôlant la migration des lymphocytes Treg au 

site cutané ou en contrôlant la fonction suppressive des Treg. 
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 L’analyse de 92 gènes par qPCR du tissu cutané de souris nrf2+/+ et nrf2-/- sensibilisées par 

le DNCB [ANR AllergoChem, collaboration avec Hervé Groux, Société ImmunoSearch] a 

permis de montrer que Nrf2 régule positivement les gènes ho-1, nqo-1, gclc, gclm, txnr, 

ugt1a1, ugt1a9, il-7r, jun, il-19, il12rb1, cxcr1, ccr2, mmp3, mmp9, mmp10, mmp12, cyp1b1, 

cyp1a1, hsp90aa1, cd44, il-23, nos3, notch3, mkp1, gata2 et bcl-2 et négativement les gènes il-

1b, tnf, C-type lectin domain family 4 (clec4e), Proteasome activator complex subunit 2 (psme2), 

dihydrofolate réductase, ccl20 et ccl27. Chez les souris nrf2-/-, une diminution de l'expression 

de certains gènes impliqués dans la réparation cutanée tels que les mmp est mesurée. Les 

MMP sont des protéases qui assurent la dégradation de la matrice extracellulaire et des 

molécules d'adhésion afin d'assurer une réparation cutanée (Page-McCaw et al., 2007). Suite 

à la sensibilisation cutanée par le DNCB, nous observons que les mmp sont induites. Leur 

expression augmente vraisemblablement pour assurer un remodelage tissulaire (Gill and 

Parks, 2008). En l’absence de Nrf2, les expressions des mmp sont considérablement faibles en 

réponse au DNCB illustrant une mauvaise réparation tissulaire en corrélation avec 

l’inflammation cutanée exacerbée chez les souris déficientes. Les gènes impliqués dans 

l'inflammation sont également augmentés tels que l'il-b, le tnf et la nos3 chez les souris nrf2-/-. 

Ainsi le tissu cutané des souris nrf2-/- sensibilisées au DNCB possède un défaut de défense 

antioxydante, un problème de cicatrisation cutanée et un phénotype inflammatoire. L’analyse 

d’un ensemble de gènes, par PCR array dans les DC stimulées in vitro par le DNCB & le CinA, 

montre également que le facteur de transcription Nrf2 régule négativement l’expression de 

gènes codant pour l'il-1b, cd86, cd80, ccl20 et régule positivement un ensemble de gènes 

impliqués dans la réponse anti-oxydante (El Ali et al., papier en préparation).  

L’absence du facteur de transcription Nrf2 induit des dommages tissulaires par absence 

d’un nombre de protéines régulant la cicatrisation et le remodelage tissulaire. Par ailleurs, le 

contrôle de cytokines telles que le IL-1b, le TNF-a ou le CCL20 participe à l’exacerbation de la 

réponse inflammatoire et au recrutement éventuel de lymphocytes Th17 au tissu enflammé 

(Pennino et al., 2010). Toute molécule chimique possède un effet irritant pouvant participer à 

l’émergence d’une réaction allergique. Comme l'irritation cutanée fait le lit de l'allergie’ 

(Bonneville et al., 2007), la régulation de l’irritation par Nrf2 a été étudiée. Nous montrons 

que la réponse irritative est plus importante chez les souris nrf2-/- que chez les souris nrf2+/+ 

et perdure en réponse à un puissant irritant qu’est l’huile de croton. Par conséquent, Nrf2 

contrôle également l’irritation cutanée. 
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Nous montrons que les DC nrf2-/- expriment plus de cd86, cd80, cxcl10, ccl4, il-1a, ccl3 que 

les DC nrf2+/+ mais expriment moins d’il-12a. Ces résultats montrent alors que les DC nrf2-/- 

possèdent un phénotype de DC activées (Rangasamy et al., 2010; Merchant et al., 2011). Ainsi 

en absence de Nrf2, les DC sont plus inflammatoires et pourraient être perçues comme un 

signal de danger. Par ailleurs, en réponse aux molécules sensibilisantes, ces mêmes DC 

meurent par apoptose, dont les corps apoptiques pourraient être perçus comme de nouveaux 

signaux de danger. C’est pourquoi, ces souris nrf2-/- induiraient une plus forte réponse 

inflammatoire à de plus faibles doses de molécules allergisantes. Par ailleurs, Nrf2 semble 

avoir d’autres effets tant sur le remodelage cutanée et par conséquent l’irritation des produits 

cutanés. 

Cette étude est la première à mettre en évidence le rôle du facteur de transcription Nrf2 

dans la régulation de la réaction inflammatoire en réponse aux molécules allergisantes. Nous 

montrons que Nrf2 joue un rôle clef dans l'HSC, contrôlerait les fonctions des DC et/ou des 

lymphocytes Treg en réponse aux molécules allergisantes. Nrf2 serait un senseur de la 

reconnaissance des signaux de danger. 
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Conclusion et perspectives 

Jusqu'à présent de nombreuses études ont démontré le rôle clef du facteur de 

transcription Nrf2 dans le contrôle des réactions inflammatoires médiées par le stress 

oxydant (Motohashi and Yamamoto, 2004; Chen et al., 2006; Cho et al., 2006; Kim et al., 2010; 

Ruiz et al., 2013). Cependant, aucune étude n'a montré son rôle dans l'allergie cutanée. 

Il a été montré que Nrf2 est activé en réponse à des molécules allergisantes (Natsch and 

Emter, 2008; Natsch et al., 2013) et non pas en réponse aux molécules irritantes (Ade et al., 

2009). Notre travail a permis, pour la première fois, de montrer le rôle de Nrf2 dans (1) le 

contrôle de la survie des DC via l'expression de bcl-2 et de ses gènes cibles antioxydants et (2) 

le contrôle de la réaction inflammatoire d'origine allergique en réponse à des molécules 

chimiques, et ce quelle que soit leur réactivité. 

Dans ce travail, nous montrons que Nrf2 joue le rôle de senseur du signal de danger. 

L’accumulation de ce facteur de transcription en réponse aux molécules allergisantes dans les 

DC participe à un rôle protecteur. En effet, en son absence, l’expression de gènes codant pour 

bcl-2 et d’autres gènes antioxydants sont moins voir plus du tout exprimés dans les DC 

stimulées par les molécules allergisantes. Ainsi, les DC meurent par apoptose via un 

mécanisme caspase dépendant. Selon les molécules chimiques allergisantes, le mécanisme 

semble ERO dépendant.  

Ce facteur de transcription Nrf2 est démontré dans ce travail comme jouant un rôle clef 

dans la réponse allergique cutanée. Nrf2 est central dans la régulation de la réponse 

inflammatoire cutanée tant spécifique (HSC) que non spécifique (irritation). Par ailleurs, Nrf2 

contrôle également la prolifération cellulaire au sein des ganglions drainant au point 

d’exposition (LLNA). Cette régulation de la réponse inflammatoire en réponse aux molécules 

chimiques n’est pas exclusive aux composés à réactivité Cys. Les composés connus pour 

induire des allergies respiratoires telles que les anhydrides (TMA & PA) sont contrôlés aussi 

par Nrf2. L’expérience en réponse au Nickel, signal de danger (Boisleve et al., 2004), quant à 

elle, souligne le rôle de Nrf2 en tant que senseur de ce signal. 

L’analyse transcriptomique du tissu cutané au cours de la phase de sensibilisation, nous a 

permis d'identifier différents gènes antioxydants, des enzymes de phase II et des gènes 

impliqués dans l'inflammation qui sont régulés par Nrf2. Cette étude montre aussi que Nrf2 

régule positivement les gènes impliqués dans la réparation cutanée tels que les mmp, ainsi 
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que d’autres gènes tels que l’il-24 & l’il-19, toutes deux réprimées chez les souris nrf2-/- en 

réponse au DNCB.  

Nous avons également montré que Nrf2 régule l’état inflammatoire des DC qui contribue à 

une exacerbation de la réponse spécifique et régule la tolérance cutanée en réponse aux 

molécules chimiques allergisantes. Nrf2 jouerait un rôle clef dans la tolérance cutanée via les 

DC.  

Ainsi ce travail ouvre de nombreuses perspectives : j quel est rôle exact de Nrf2 dans la 

fonction des DC ?, � quel est le rôle de Nrf2 dans l’activation d’une réponse tolérante ?, l 

quel est rôle de Nrf2 dans la régulation d’autres acteurs cellulaires de la réponse HSC ? 

Nous envisageons, en collaboration avec Sandrine Henri (Marseille - Luminy, INSERM 

U1104 et CNRS UMR-7280), d'étudier les différentes sous-populations de DC cutanées à 

l'homéostasie afin de savoir si Nrf2 les contrôle. Nous étudierons également la migration des 

DC vers les ganglions drainants après sensibilisation ainsi que les sous-populations 

lymphocytaires activés au sein du ganglion. Des résultats préliminaires effectués au cours de 

la phase de sensibilisation suite à une application du FITC montrent que les DC nrf2-/- migrent 

plus rapidement que les DC nrf2+/+. 

Comme les souris nrf2-/- présentent un seuil d'irritation et de sensibilisation beaucoup 

plus faible que les souris nrf2+/+, les différentes populations de DC cutanées présentes dans 

les souris nrf2+/+ et nrf2-/- seront caractérisées. Pour cela, nous disposerons de souris nrf2 

floxées (Collaboraton Jaiswal, USA) afin de travailler spécifiquement sur les DC invalidées en 

nrf2 dans la souris. A l'état basal, le tissu cutané des souris nrf2+/+ et nrf2-/- sera également 

étudié afin de savoir si les souris nrf2 présentent un défaut cutané. 

L'absence de Nrf2 montre une exacerbation de la réaction inflammatoire en réponse aux 

molécules allergisantes. Notre étude de tolérance montre bien le rôle de Nrf2 dans la 

régulation de la réponse inflammatoire. A partir de l’observation faite montrant que les souris 

nrf2-/- possèdent moins de LT régulateurs en réponse au DNCB, nous proposons de réaliser 

des croisements de souris nrf2-/- avec des souris Foxp3-GFP, dont dispose l’unité UMR-996. 

Ceci nous permettra d'étudier le rôle de Nrf2 dans la distribution des Treg en réponse à des 

molécules allergisantes.   
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La réaction inflammatoire d'origine allergique est caractérisée par un afflux de différentes 

cellules vers la peau telles que les LT (Akiba et al., 2002), les neutrophiles (Mocsai, 2013), les 

mastocytes (Theoharides and Kalogeromitros, 2006; Theoharides et al., 2012) et les 

macrophages (Sato et al., 1998; McCormick et al., 2000). La caractérisation des différentes 

populations de cellules infiltrant la peau après la phase de sensibilisation ou d'élicitation sera 

également étudiée. Nos résultats préliminaires montrent que les souris nrf2-/- présentent plus 

de neutrophiles dans la peau en réponse au DNCB. 

Nrf2 est exprimé dans les neutrophiles et régulé négativement en réponse à de stimuli tels 

que le LPS (Zhang et al., 2004). Par ailleurs, Weber et al., ont montré que l'absence des 

neutrophiles au cours de la phase de sensibilisation ou d'élicitation diminue la réponse 

inflammatoire d'origine allergique (Weber et al., ERGECD 2012). Afin d'adresser le rôle des 

neutrophiles dans le modèle de souris nrf2-/-, des croisements de souris mrp8 (myeloid 

related protein8)-cre et de souris nrf2flox seront réalisés (Stroncek et al., 2005). Ainsi nous 

pourrons étudier le rôle de Nrf2 et des neutrophiles dans la réponse inflammatoire d'origine 

allergique.  

Toutes ces études nous permettront d'identifier les différents acteurs impliqués dans la 

réponse inflammatoire cutanée d'origine allergique contrôlés par Nrf2. In fine, ces travaux 

contribueront à une meilleure connaissance au cours des allergies des mécanismes de 

régulation par Nrf2, protéine constituant une nouvelle cible thérapeutique.  
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Allergic contact dermatitis resulting from skin sensitization is 

an in"ammatory skin disease linked to the use of chemicals termed 

haptens. Chemical reactivity is necessary for a chemical to be a 

sensitizer, allowing both covalent binding to proteins and matura-

tion of dendritic cells (DCs) by mimicking “danger signals.” The 

aim of this study was to evaluate how the reactivity of chemical 

sensitizers toward amino acids translates into a biological response 

using the activation of the nuclear factor-erythroid 2-related fac-

tor 2 (Nrf2) pathway, which was assessed by the induction of three 

Nrf2 target genes (ho-1, nqo1, and il-8) and Nrf2 protein accumu-

lation. Nrf2 activation is known to play a role in numerous detoxi-

#cation mechanisms that could regulate danger signal outcomes 

in myeloid cells. Monocyte-derived DCs and THP-1 cells were 

exposed to (a) haptens with cysteine, lysine, or cysteine/lysine reac-

tivity, (b) pro-/prehaptens, and (c) nonsensitizing molecules with 

reducing or oxidative properties (17 molecules in total). Chemicals 

were classi#ed as “Nrf2 pathway activators” when at least two Nrf2 

target genes associated with Nrf2 protein expression were induced. 

Results showed that most chemical sensitizers having cysteine and 

cysteine/lysine af#nities were inducers of the Nrf2 pathway in both 

cell models, whereas lysine-reactive chemicals were less ef#cient. In 

THP-1 cells, the Nrf2 pathway was also activated by pro-/prehap-

tens. Regression analysis revealed that ho-1 and nqo1 expressions 

were found to be associated with chemical sensitizer reactivity to 

cysteine, providing evidence of the importance of chemical reactiv-

ity, as a part of danger signals, in DC biology.

Key Words: chemical sensitizer reactivity; Nrf2; dendritic cells.

Allergic contact dermatitis (ACD) is a predominantly CD8+ 

T cell–mediated immune disease induced by small reactive 

chemicals. Dendritic cells (DCs) play a key role in ACD (for 

review, Vocanson et al. (2009)) as they are able to (a) detect, 

capture, and process chemical-protein complexes, (b) migrate 

from the skin to the draining lymph nodes, and (c) present 

the hapten-protein complex to naive T cells (Banchereau and 

Steinman, 1998). Several in vitro studies reported that human 

DCs were able to acquire a mature phenotype in response to 

chemical sensitizer exposure, characterized by the upregulation 

of (1) MHC-II molecules, costimulatory molecules, chemokine 

receptors and (2) the synthesis of cytokines (Aiba et al., 1997; 

Hulette et al., 2002; Reuter et al., 2011). The hypothesis that 

chemical sensitizers can be perceived as a danger signal by 

DCs has been also proposed based on signaling pathways iden-

ti&ed upon chemical sensitizer treatment and known to be trig-

gered by danger signals such as toll-like receptor agonists (Ade 

et al., 2007; Boislève et al., 2004, 2005). Signaling pathways 

such as MAPKs and NF-κB are known to be redox sensitive, 

and oxidative stress induced by chemical sensitizers has been 

shown to participate in the DC-maturation process (for review, 

see Neves et al. (2011)).

It is now well recognized that skin sensitization and 

chemical protein reactivity are linked. The formation of a 

stable and immunogenic hapten-protein complex, able to be 

fully recognized by naive T cells, is one of the mandatory 

conditions for ACD to occur. This capacity of chemical 

sensitizers to react with amino acids is also used in in silico 

models, evaluating the sensitization potential of chemicals 

by either using (quantitative) structure-activity relationships 

(Aptula et al., 2005) or measuring peptide depletion (Gerberick 

et al., 2004). Indeed, a correlation between peptide reactivity 

(using cysteine- and lysine-based peptide depletion assays) and 

the sensitization potential of chemicals (evaluated by the local 

lymph node assay) has been demonstrated (Gerberick et  al., 

2007, 2009; Troutman et al., 2011).

Although chemical sensitizers are extremely diverse in weight 

and structure, most of them share electrophilic properties and 
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possess intrinsic reactivity toward various amino acids contain-

ing nucleophilic heteroatoms (i.e., cysteine, lysine, histidine, 

arginine, or methionine). Electrophilic and oxidative stresses 

can be detected by the Keap1-Nrf2 cellular sensor pathway, 

implicated in the antioxidant response of the cell (Baird and 

Dinkova-Kostova, 2011). Under normal conditions, the Kelch-

like ECH-associated protein 1 (Keap1) sequesters the tran-

scriptional regulator nuclear factor-erythroid 2-related factor 

2 (Nrf2) in the cytoplasm, provoking its proteasomal degrada-

tion (Kobayashi et al., 2004). In the presence of electrophiles 

or oxidants, the highly reactive cysteine residues of Keap1 are 

modi&ed, leading to the dissociation of Keap1 from Nrf2. Nrf2 

translocates to the nucleus and forms heterodimers with small 

Maf proteins. These dimers induce the transcription of genes 

with an antioxidant response element (ARE) in their promoters 

(Holland and Fishbein, 2010) and coding for proteins mostly 

involved in detoxi&cation, such as heme oxygenase-1 (HO-1) 

or NADPH-quinone oxidoreductase 1 (Nqo1). Thus, Keap1-

Nrf2 seems to be one of the cellular sensor mechanisms that 

recognize intrinsic chemical reactivity of molecules rather than 

diverse structures, and a number of reports suggest that chemi-

cal sensitizers may activate the Nrf2 pathway (Natsch, 2010). 

Indeed, mostly all chemical sensitizers, with the exception of 

lysine-reactive haptens, have been found positive in a cell-

based ARE assay (Emter et al., 2010; Natsch and Emter, 2008), 

and recently, Ade et al. (2009) have demonstrated that chemical 

sensitizers induce ho-1 and nqo1 mRNA expression and Nrf2 

accumulation in CD34+-DCs and in the THP-1 cell line.

In this context, we hypothesized that the electrophilic proper-

ties of chemical sensitizers toward endogenous proteins may be 

part of the danger signals perceived by DCs exposed to these 

chemicals, leading to the activation of the Nrf2-ARE regulatory 

pathway. The main objective of this work was to evaluate how 

chemical sensitizer’s reactivity to amino acids translates into 

a biological response using the activation of the Nrf2-ARE 

pathway. This question was addressed in both monocyte-

derived DCs (Mo-DCs) and in the THP-1 cell line whose 

phenotypic modi&cations induced by chemicals are currently 

under evaluation by ECVAM as a model (European Center 

for the Validation of Alternative Methods). The expressions of 

Nrf2-dependent ARE-responsive genes, such as ho-1, nqo1, and 

il-8 (Zhang et al., 2005), and Nrf2 protein accumulation were 

assessed in response to chemicals. Sensitizers ranged from weak 

to strong and covered essentially cysteine, lysine, or cysteine/

lysine mixed reactivity. The effects of pro-/prehaptens and 

nonsensitizing molecules with oxidative and reducing properties 

were also investigated.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. 2-Mercaptoethanol, 7-aminoactinomycin D (7-AAD), 

1-chloro-2,4-dinitrobenzene (DNCB), cinnamaldehyde (CIN), diethyl 

maleate (DEM), 4,4′-methylene bis-phenyl isocyanate (4,4′ MDI), diphenyl-

cyclopropenone (DPC), N-methyl-3-isothiazolinone (MI), phthalic anhydride 

(AP), trimellitic anhydride (AT), cinnamyl alcohol (CINA), eugenol (EU), 

isoeugenol (ISO), p-phenylenediamine (ppD), tert-butylhydroperoxide (tBHP), 

meta-chloroperoxybenzoic acid (mCPBA), dithiothreitol (DTT), sodium boro-

hydride (NaBH
4
), and tert-butylhydroquinone (tBHQ) were all purchased from 

Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, France).

Puri"cation and culture of DCs derived from monocytes. DCs were 

generated in vitro from human monocytes (CD14+). CD14+ cells were puri&ed 

from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from buffy coat 

of different healthy donors (EFS, Rungis, France). Buffy coat was diluted 1:3 

in PBS, and PBMCs were then isolated by separation on Ficoll-hypaque gradi-

ent (lymphocyte separation medium LSM 1077; PAA, Les Mureaux, France). 

Monocytes were further isolated by magnetic positive selection using CD14 

microbeads separated with a magnetic cell separator (Miltenyi Biotec, Paris, 

France). Immature Mo-DCs were generated from CD14+ monocytes cultured 

for 5 days (106 cells/ml) in RPMI 1640 medium with Glutamax, 25mM HEPES 

(Gibco Invitrogen, Villebon sur Yvette, France) supplemented with 10% heat-

inactivated fetal bovine serum (Biowest, Paris, France), 1% sodium pyruvate 

(Gibco Invitrogen), 1% penicillin/streptomycin (Gibco Invitrogen), and recom-

binant human cytokines such as GM-CSF (550 U/ml) and interleukin-4 (550 U/

ml) obtained from Miltenyi Biotec. Resulting Mo-DCs were DC-SIGN+, 

CD1a+, CD86low, and CD83−, as evaluated by }ow cytometry.

Culture of the THP-1 cell line. The human monocytic cell line THP-1 

was grown in RPMI 1640 medium with Glutamax, 25mM HEPES (Gibco 

Invitrogen), 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Biowest), 1% sodium 

pyruvate (Gibco Invitrogen), 1% penicillin/streptomycin (complete medium), 

and 0.05mM 2-mercaptoethanol. Cells were maintained at a density between 

2 × 105 and 1 × 106 cells/ml, and frozen stocks were regularly thawed and sub-

cultured to avoid cultures with higher than 30 passages. Before each cell treat-

ment, THP-1 cells were cultured for at least 12 h at 4 × 105 cells/ml in complete 

medium without 2-mercaptoethanol.

Chemical treatment. Cells (Mo-DCs and THP-1) were seeded in 

complete medium at 1 × 106 cells/ml and treated with chemicals (Table  1). 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) and acetonitrile (CH
3
CN) were used to solubilize 

the water-insoluble chemicals, and their &nal concentrations in culture media 

did not exceed 0.1% because cells were treated with chemicals at 1000× the 

&nal concentration in 100% DMSO or CH
3
CN for 1 ml of cell suspension.

Measurement of cell viability. THP-1 cells or Mo-DCs were seeded in 

96-well plates (1 × 106 cells/ml, 200 µl/well) with various concentrations of 

each chemical for 24 h. Cells were washed twice in PBS and stained with 

7-AAD for 15 min at room temperature. Cell viability was measured using the 

FL-3 wavelength on a FACSCalibur }ow cytometer (Becton Dickinson, Le 

Pont de Claix, France). At least three independent experiments were performed 

for each chemical, and the mean value of cell viability was calculated for each 

dose and each chemical.

Immuno#uorescent staining and #ow cytometry analysis. After 24 h of 

incubation with chemicals, Mo-DCs and THP-1 cells were harvested, washed 

once in 1× PBS  and 3 × 105 cells (per antibody) were incubated in PBS contain-

ing 0.05% bovine serum albumin (BSA) for 30 min at 4°C with the following 

monoclonal antibodies: PE-conjugated anti-CD86 (555658, BD) allophyco-

cyanin (APC)- or PE-conjugated anti-CD54 (respectively, 559771, BD and 

IM1239U, Beckman Coulter, France), APC-conjugated anti-CD83 (551073, 

BD), APC-conjugated anti-CD40 (555591, BD), FITC-conjugated anti-CD80 

(557226, BD), and FITC-conjugated anti-HLA-DR (555811, BD). Appropriate 

antibody isotypes (IgG1, IgG2b, and IgG2a, all from BD) were used at the 

same concentrations as the controls. After incubation, cells were washed 

twice in PBS + 0.05% BSA and once in 1× PBS  and then &xed in PBS +  

1% formaldehyde. Mo-DC and THP-1 cell phenotype modi&cations were 

detected using a FACSCalibur }ow cytometer. For each sample, 20,000 cells 

were acquired from a gated homogenous cell population selected from a side- 

versus forward-scatter dot plot and analyzed using the CellQuest software. 

Results were expressed using relative }uorescence intensity (RFI) calculated 

with the following formula, where MFI is the mean }uorescence intensity: 
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TABLE 1 

Molecules Used for the Experiments 

Category Known amino acid reactivity* Name Abbreviation Class CAS number Solvent

Hapten Cysteine and lysine 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene DNCB Extreme [97-00-7] DMSO

Cinnamaldehyde CIN Moderate [104-55-2] DMSO

Diethyl maleate DEM Moderate [141-05-9] DMSO

4,4′-Methylenebis  

(phenyl isocyanate)

4,4′ MDI Moderate [101-68-8] CH
3
CN

Cysteine Diphenylcyclopropenone DPC Moderate [886-38-4] CH
3
CN

2-Methyl-3(2H)-isothiazolone MI Moderate [2682-20-4] Water

Lysine Phtalic anhydride AP Strong [85-44-9] DMSO

Trimellitic anhydride AT Strong [552-30-7] DMSO

Prohapten Cysteine Cinnamyl alcohol CINA Weak [104-54-1] DMSO

Eugenol EU Weak [97-53-0] DMSO

Pre

hapten

Isoeugenol ISO Moderate [97-54-1] DMSO

p-Phenylenediamine ppD Strong [106-50-3] DMSO

Oxidant tert-butylhydroperoxide tBHP [75-91-2] DMSO

Meta-chloroperoxybenzoic acid mCPBA [937-14-4] CH
3
CN

Reducer Dithiothreitol DTT [3483-12-3] Water

Sodium borohydride NaBH
4

[16940-66-2] DMSO

Tert-butylhydroquinone tBHQ [1948-33-0] DMSO

Mo-DCs

Concentration range tested (µM) Cytotoxicity > 30% (µM)

Tested concentration

 µM % ± SEM

DNCB 5–30 15 10 82.1 ± 4.3

CIN 100–200 200 150 84.6 ± 4.7

DEM 200–600 400 300 84.2 ± 1.9

4,4′ MDI 10–100 30 10 78.1 ± 5.0

DPC 10–200 50 30 76.1 ± 0.8

MI 100–1000 > 500 500 83.8 ± 1.3

AP 500–1000 > 1000 1000 78.9 ± 2.9

AT 500–1000 > 1000 1000 88.5 ± 3.1

CINA 500–1000 > 1000 1000 87.5 ± 1.9

EU 500–1000 > 1000 1000 77.7 ± 14.7

ISO 200–1000 > 500 500 73.4 ± 5.5

ppD 200–1000 > 500 500 85.5 ± 3.5

tBHP 200–400 > 400 400 76.9 ± 0.8

mCPBA 200–1000 800 500 83.3 ± 0.4

DTT 500–1000 > 1000 1000 78.8 ± 1.6

NaBH4 500–1000 > 1000 1000 86.6 ± 1.1

tBHQ 40 ND 40 87.54 ± 4.0

THP-1

Concentration range tested (µM) Cytotoxicity > 30% (µM)

Tested concentration

µM % ± SEM

DNCB 5–30 15 10 81.6 ± 3.8

CIN 25–150 150 100 75.4 ± 3.5

DEM 200–400 350 300 74.1 ± 3.0

4,4′ MDI 10–1000 100 50 78.9 ± 5.6

DPC 10–200 30 10 90.1 ± 0.6

MI 25–500 > 500 100 90.0 ± 2.7

AP 500–1000 > 1000 1000 85.5 ± 0.9

AT 500–1000 > 1000 1000 92.9 ± 1.8

CINA 300–1000 1000 1000 79.8 ± 4.6

 Nrf2 AND CHEMICAL SENSITIZER REACTIVITY 261



(MFI of chemical-treated cells labeled with antigen-speci&c antibody − MFI 

of chemical-treated isotype control cells)/(MFI of vehicle control cells labeled 

with antigen-speci&c antibody − MFI of vehicle isotype control cells).

Total RNA isolation. Cells (106 cells/ml, 2 ml/well) were exposed to test 

compounds either for 4 and 6 h for Mo-DCs or 6 and 8 h for THP-1 cells. These 

time points were determined in preliminary experiments and were found to 

be optimal to study expression of Nrf2 target genes (data not shown). Treated 

cells were lysed in TRIzol Reagent (Invitrogen), and total RNA was isolated 

as described (Ade et al., 2009). Total RNA yield was quanti&ed by spectro-

photometry using two dilutions (total RNA diluted at 1:100 and 1:200, two 

independent measurements). In addition, for each RNA isolation experiment, 

the quality and purity of random samples were determined by automated gel 

electrophoresis (Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies, Massy, France). 

Only samples with RNA integrity number ≥8 were processed.

Reverse transcription.  RNA concentrations were adjusted (40 ng/μl for 

Mo-DCs, 80 ng/μl for THP-1 cells in 11 µl &nal volume) and combined with 

2  μl of deoxynucleotide triphosphate mixture and 2  μl of 50μM oligo(dT) 

primers. Mixes were denatured at 70°C for 10 min and then quickly cooled 

at 4°C in a Biometra thermocycler (Goettingen, Germany). Reverse transcrip-

tion was carried out in AMV Reverse Transcriptase Reaction Buffer (Promega, 

Charbonnières-les-Bains, France) with &nal concentrations of 2 U/µl of RNase 

inhibitor (RNasine, Promega) and 0.2 U/µl of AMV Reverse Transcriptase 

(Promega), and RNase-free water to make up a &nal volume of 10 μl. The reac-

tion was then performed for 1 h 30 min at 42°C in the thermocycler. A control 

without reverse transcriptase was performed to con&rm that no DNA contami-

nation had occurred. The &nal product was stored at −20°C and used in the PCR 

step.

Analysis of gene expression using real-time PCR. Real-time PCR 

analysis was performed using the SYBR Green technology on a Biorad 

CFX96 system. Each reaction consisted of cDNA (1:10 diluted for 

Mo-DCs and 1:50 diluted for THP-1 cells in 4  µl &nal volume of nucle-

ase-free water), 0.5μM each of the forward and reverse primers (ho-1 

[5′-GGCCTGGCCTTCTTCACCTT-3′ and 5′-GAGGGGCTCTGGTCCTTG 

GT-3′], nqo1 [5′-GGGCAAGTCCATCCCAACTG-3′ and 5′-GCAAGTCAG- 

GGAAGCCTG GA-3′], il-8 [5′-TCTCTTGGCAGCCTTCCTGA-3′ and  

5′-TGGGGTGGAAAGGTTTGG AG-3′], tbp [tata box binding protein  

5′-GAGAGCCACGAACCACGG-3′ and 5′-ACATCACAGCTCCCCACC- 

AT-3′], or β-actin [5′-GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3′ and 5′-GCACA- 

CGCAGCTCATTGTAG-3′]), and Sso Fast EvaGreen Supermix (Bio-rad, 

Marnes la Coquette, France) in a total reaction volume of 10 μl. After 30 s 

at 95°C for Sso7d-fusion polymerase activation, ampli&cation was allowed to 

proceed up to 44 cycles, each consisting of denaturation at 95°C for 5 s and 

annealing/extension at 62°C for 5 s. Sevenfold serial dilutions of mixed cDNA 

(from different samples) were analyzed for each target gene and allowed us to 

construct linear standard curves, from which the ef&ciency (E) of each PCR 

reaction was evaluated and taken into account. The SYBR green }uorescence 

was detected at the end of each elongation cycle, after which a melting curve 

was assessed to con&rm the speci&city of the PCR products. The quanti&ca-

tion was performed with the Biorad CFX Manager software, and data were 

analyzed using the delta-delta Ct method (∆∆Ct). Ratio was calculated as the 

geometrical mean of (1 + E)−∆∆Ct values, where E is the ef&ciency and ∆∆Ct 

is the target gene expression of treated cells compared with normal levels in 

untreated cells and corrected using the expression of the reference genes tbp 

and β-actin. Results were expressed as fold induction (i.e., ratio of (1 + E)−∆∆Ct 

of treated cells/(1 + E)−∆∆Ct of vehicle-treated cells).

Immunoblotting. Cells (106 cells/ml, 2 ml/well) exposed to test com-

pounds (based on pilot studies, 4 h for Mo-DCs and 6 h for THP-1 cells) 

were harversted and washed in cold PBS; they were then lysed in 40 µl lysis 

buffer (20mM Tris pH 7.4, 137mM NaCl, 2mM EDTA pH 7.4, 2mM sodium 

pyrophosphate, 1% Triton, 10% glycerol, 1mM PMSF, 1mM Na
3
VO

4,
 25mM 

β-glycerophosphate, 10  µg/ml aprotinin, 10  µg/ml leupeptin and 10  µg/ml 

pepstatine) and centrifuged at 17,600 × g for 20 min at 4°C, before the super-

natants were collected. Total protein concentration was evaluated using bicin-

choninic acid assay, and equal amounts of denatured proteins (50  µg) were 

loaded onto 10% SDS-PAGE gel and then transferred onto a PVDF membrane. 

Membranes were then incubated with antibodies raised against Nrf2 (H-300; 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) or HO-1 (ab13248; Abcam, 

Cambridge), stripped, and reprobed with an antibody against p38 MAPK 

(9212; Cell Signaling, Danvers) as a loading control. Immunoreactive bands 

were detected by chemiluminescence using a ChemiDoc XRS+ System (Bio-

rad). Bands were quanti&ed using Image Lab software. Results were expressed 

as the fold induction that represented the ratio of Nrf2 or HO-1 to the total p38 

MAPK for treated cells compared with untreated control cells at t = 0.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using nonpara-

metric one-way ANOVAs on ranks approach (Kruskall-Wallis) combined 

with Mann-Whitney U tests for multiple comparisons (Statistica 7.0; Statsoft, 

Chicago, IL).

THP-1

Tested concentration

Concentration range tested (µM) Cytotoxicity > 30% (µM) µM % ± SEM

EU 500–1000 800 700 82.3 ± 2.5

ISO 400–700 500 400 84.1 ± 0.6

ppD 150–300 250 200 77.6 ± 3.7

tBHP 100–500 400 350 90.1 ± 1.8

mCPBA 50–400 300 200 90.3 ± 1.5

DTT 100–1000 > 1000 1000 83.5 ± 6.8

NaBH4 100–1000 > 1000 1000 87.7 ± 3.3

tBHQ 40 ND 40 92.44 ± 0.8

Notes. The tested molecules represent different classes of sensitizers (strong, moderate, or weak haptens, prehaptens, and prohaptens) with different reactivities* 
to different amino acids (cysteine, lysine, or mixed reactivity). tBHP, mCPBA, DTT, and NaBH

4
 are nonsensitizing molecules but with redox properties (oxidants 

and reducers). Cell viability was assessed on both Mo-DCs and THP-1 cells using 7-AAD staining after a 24-h treatment using }ow cytometry and was never less 
than 70%. Data were expressed as the percentage (%) of viable cells ± SEM. tBHQ concentration was chosen in agreement with previous data (Ade et al., 2009). 
ND, not done.

*Data from the direct peptide reactivity assay (Gerberick et al., 2004, 2007).

TABLE 1—Continued
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A mixed-effect model approach was also employed (using SAS software, 

Version 9.2 of the SAS system for Unix) to take into account the correlation 

between repeated time measurements. This ANOVA was used to estimate the 

effects of group, chemicals, and time and to compare the between-group dif-

ferences. The signi&cance level of all tests was speci&ed at 0.05, and for the 

mixed-effect model approach, multiple comparisons were computed with the 

Tukey-Kramer method as appropriate. Log transformation of fold induction 

(i.e., LogInduction) was applied for the mixed-effect model and for linear 

regression analysis (quadratic model with the R software) in order to achieve 

the required normality assumption (R Development Core Team, 2011). For the 

analysis of the relationship between LogInduction and depletion, associations 

were summed up by the R2 of the model and the p value that test globally the 

effect of depletion (F-test nested models comparison). To compare the differ-

ences of associations between the use of Mo-DCs and the use of THP-1 cell 

line, we performed a global interaction test on both the linear and the quadratic 

terms using a comparison of nested models as well.

RESULTS

Cytotoxicity Measurement

For each chemical, several concentrations were &rst tested 

on both Mo-DCs (Supplementary &g. 1A) and THP-1 cells 

(Supplementary &g. 1B) to assess cell viability after 24 h 

of treatment using 7-AAD staining. Cytotoxicity evaluation 

revealed that cell viability depended on the chemical. For 

example, DNCB and DPC showed a rapid decline in cell 

viability beyond a threshold concentration and DEM showed 

a linear dose-dependent decrease of cell viability, whereas 

CINA, AP, AT, DTT, and NaBH
4
 showed no cytotoxicity 

whatever the concentration tested (Supplementary &g. 1). 

According to these results, one concentration for each chemi-

cal was selected for further experiments. This concentration 

was close to the maximal concentration inducing no more 

than 30% cytotoxicity. This criterion allows comparison of 

the chemicals because it is a common readout for chemical 

reactivity and toxicity. However, differences existed between 

Mo-DCs and the THP-1 cell line concerning chemical-induced 

cytotoxicity (Supplementary &gs. 1A and B). Consequently, 

different chemical concentrations were tested in the two cell 

models (Table 1). For those chemicals that did not exhibit cell 

toxicity, the tested dose was set at 1mM.

Phenotypic Characterization of Mo-DCs and THP-1 Cells 

Exposed to Chemicals

The phenotype of Mo-DCs and THP-1 cells was character-

ized after 24 h of treatment with chemicals. These modi&cations 

were expressed as RFI values (Table 2). Untreated Mo-DCs or 

vehicle-treated DCs shared an immature phenotype as they 

expressed low levels of CD86, CD40, and HLA-DR and were 

negative for CD83. However, they were CD80+ and CD54+ 

(ICAM-1) (data not shown). Chemical sensitizers signi&cantly 

modi&ed the expressions of CD86 and CD83 (Table 2), whereas 

expression of other markers (CD80, CD54, HLA-DR, and 

CD40) was less affected (data not shown). Results showed that 

DNCB, CIN, DEM, 4,4′ MDI, DPC, MI, EU, and ppD induced 

Mo-DC phenotype modi&cations, whereas AP, AT, CINA, and 

ISO had no effect. For the nonsensitizing molecules, the oxi-

dants tBHP and mCPBA were able to induce CD83 and CD86/

CD83 upregulation, respectively.

TABLE 2

Phenotypic Modi#cations of Mo-DCs and THP-1 Cells After Chemical Sensitizer Treatment 

Mo-DCs THP-1

RFI  

CD86 ± SEM

RFI  

CD83 ± SEM N

RFI  

CD86 ± SEM

RFI  

CD54 ± SEM N

DNCB 1.85 ± 0.41* 0.80 ± 0.19 4 5.13 ± 0.52* 5.87 ± 0.92* 6

CIN 1.41 ± 0.02* 0.96 ± 0.21 4 1.69 ± 0.32* 2.60 ± 0.79* 7

DEM 1.44 ± 0.04* 0.77 ± 0.07 3 1.21 ± 0.24 1.34 ± 0.37 6

4,4′ MDI 1.12 ± 0.05* 1.55 ± 0.30* 3 1.25 ± 0.19 1.16 ± 0.42 4

DPC 1.67 ± 0.31* 0.87 ± 0.14 3 1.38 ± 0.18* 1.62 ± 0.57 5

MI 0.90 ± 0.13 2.95 ± 1.15* 3 1.97 ± 0.32* 7.99 ± 1.95* 6

AP 1.26 ± 0.11 0.93 ± 0.12 4 1.50 ± 0.24* 1.38 ± 0.41 5

AT 1.06 ± 0.10 1.04 ± 0.13 4 0.98 ± 0.10 0.94 ± 0.27 3

CINA 0.89 ± 0.05 0.86 ± 0.52 4 1.76 ± 0.23* 1.80 ± 0.47 5

EU 1.63 ± 0.38* 0.84 ± 0.15 4 3.37 ± 0.44* 2.44 ± 0.10* 5

ISO 1.14 ± 0.28 0.99 ± 0.22 4 1.65 ± 0.19* 1.55 ± 0.36 4

ppD 0.98 ± 0.05 1.43 ± 0.20* 4 2.14 ± 0.28* 2.99 ± 0.84* 4

tBHP 1.05 ± 0.23 1.38 ± 0.36* 2 1.59 ± 0.13* 1.71 ± 0.43* 4

mCPBA 1.12 ± 0.06* 1.34 ± 0.30* 2 1.13 ± 0.20* 0.83 ± 0.10* 3

DTT 0.90 ± 0.02 1.55 ± 0.88 2 1.54 ± 0.37* 1.06 ± 0.31* 4

NaBH4 1.01 ± 0.10 1.22 ± 0.17 2 1.19 ± 0.06* 0.84 ± 0.01* 5

tBHQ 0.79 ± 0.11 1.44 ± 0.75 2 1.50 ± 0.09* 1.18 ± 0.16* 4

Notes. CD86 and CD83 expression were assessed on Mo-DCs, whereas CD86 and CD54 were measured on THP-1 cells, both after 24 h of treatment. Data were 
expressed using RFI ± SEM as described in Materials and Methods section. N, total number of independent experiments performed.

*p < 0.05 versus control cells (i.e., corresponding vehicle-treated cells = 1, Mann-Whitney U tests).
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For THP-1 cells, activation was assessed according to CD86 

and CD54 expression (Sakaguchi et  al., 2007). Our results 

(Table 2) showed that DNCB, CIN, MI, DPC, and AP and all 

the pre- and prohaptens CINA, EU, ISO, and ppD were able to 

induce the expression of CD86 and/or CD54. Conversely, DEM 

and AT had no effects on THP-1 cell activation. In addition, and 

as previously described (Ade et al., 2009), the known activator 

of Nrf2, tBHQ, was able to modify CD86 expression, similar 

to the reducer DTT, and the oxidant tBHP modi&ed both CD86 

and CD54 expressions. The nonsensitizing molecules mCPBA 

and NaBH
4
 had no effect.

Nrf2 Target Gene Expression After Chemicals Exposure  

in Mo-DC

To investigate the activation of the Nrf2-ARE pathway after 

chemical sensitizer exposure, the expression of three genes 

known to be regulated by Nrf2 was measured: ho-1, nqo1, and 

il-8. Mo-DCs were treated for 4 and 6 h (optimal treatment time 

according to preliminary experiments, data not shown) with the 

different chemical sensitizers, oxidants, reducers, and tBHQ, 

a well-known activator of Nrf2. Results obtained in Mo-DCs 

showed that the mixed (cysteine/lysine)-reactive chemicals 

DNCB, CIN, DEM, and 4,4′ MDI signi&cantly induced the 

expression of at least two of the three Nrf2-dependent genes 

(Figs. 1A–C). The cysteine-reactive chemical DPC was also 

able to induce the expression of the three Nrf2-dependent 

genes, with a 19-fold induction of ho-1 at 6 h (Fig.  1A), 

whereas the other cysteine-reactive sensitizer MI induced only 

a slight expression of il-8 after 4 h of treatment (Figs. 1A–C). 

On the contrary, lysine-reactive chemicals AP and AT induced 

neither ho-1 nor nqo1 expression, but AP was able to induce 

il-8 gene expression signi&cantly (a threefold induction after 

6 h, see Fig.  1C). The pro- and prehaptens CINA, EU, ISO, 

and ppD also induced ho-1 and il-8 expressions, whereas only 

CINA and ppD induced nqo1. Interestingly, CINA was able to 

increase ho-1 and nqo1 expressions in a similar manner as CIN 

and with similar kinetics: 8-fold induction of ho-1 at 4 h for 

CINA compared with 8.7-fold induction for CIN at the same 

time, and 5.2-fold induction of nqo1 at 4 h compared with 5.5-

fold induction for CIN. As expected, tBHQ and the oxidants 

tBHP and mCPBA were able to induce Nrf2-dependent gene 

expression, whereas DTT had no effect on ho-1 and nqo1 but 

augmented il-8 expression. Surprisingly, treatment with the 

reducer NaBH
4
 upregulated the expression of the three Nrf2-

dependent genes. Nrf2 target gene expression was also evalu-

ated using other primers from Qiagen. Results were validated 

for the majority of the tested chemicals for nqo1 and il-8 

expression, whereas, for DNCB, CIN, and MI, a higher ho-1 

expression was found with the Qiagen primers compared with 

our home-designed primers (Supplementary &g. 2), although 

these differences did not change the interpretation of the 

results.

Chemical-induced Nrf2-dependent gene expressions were 

then clustered into four arbitrary categories according to their 

fold induction and represented by different colors: mild expres-

sion of Nrf2 was represented by a fold induction between 2 and 

5 (in grey), high expression by a fold induction ranging from 

5 to 10 (in yellow), and strong expression by a fold induc-

tion >10 (in purple, see Table  3). An arbitrary fold change 

cutoff of 2 was selected as a positive criterion for gene induc-

tion according to the fact that vehicle-treated cells (DMSO or 

CH
3
CN) did not show more than a twofold upregulation for the 

three genes studied (data not shown). In this context, data anal-

ysis revealed that ho-1 was strongly upregulated in response 

to chemical sensitizers and that cysteine/lysine- and cysteine-

reactive chemical sensitizers were the most potent inducers of 

Nrf2-dependent gene expression in Mo-DCs, whereas lysine-

reactive chemicals did not signi&cantly modify most of the 

genes tested.

Nrf2 Target Gene Expression After Chemical Exposure  

in THP-1 Cells

To test whether the observations obtained in Mo-DCs were 

similar to those of the THP-1 cell line, Nrf2-dependent gene 

expression was also assessed in THP-1 cells (Fig. 2). According 

to preliminary data (data not shown) and due to differences 

between Mo-DCs and THP-1 cells observed in the kinetics of 

ho-1, nqo1, and il-8 expression, mRNA level was assessed after 

6 and 8 h of treatment compared with 4 and 6 h in Mo-DCs. As 

shown in Figures 2A–C, all the cysteine/lysine- and cysteine-

reactive chemicals (DNCB, CIN, DEM, 4,4′ MDI, DPC, and 

MI) and also all the pro- and prehaptens signi&cantly upregu-

lated the expression of the three Nrf2-dependent genes, except 

for EU, which did not signi&cantly induce nqo1 (Fig. 2B). On 

the other hand, the lysine-reactive chemical AT had no effect 

on nqo1 expression, whereas AP signi&cantly induced it after 

8 h, and both signi&cantly induced il-8 expression after 8 h. 

Interestingly, in our experiments, AP strongly induced ho-1 

expression (18-fold increase at 8 h), whereas AT did not have 

any signi&cant statistical effect (Fig. 2A). The nonsensitizing 

chemicals, tBHQ and the oxidant tBHP, signi&cantly upreg-

ulated the three Nrf2-dependent genes, whereas the oxidant 

mCPBA was less ef&cient and induced signi&cantly only ho-

1 and il-8. The reducer NaBH
4
 had no effect, whereas DTT 

induced ho-1 and, to a lesser extent, nqo1 expression. These 

results were also validated using other primers (from Qiagen; 

see Supplementary &g. 3). As for Mo-DCs, these data are sum-

marized in Table 3, where chemicals are classi&ed according 

to the fold induction. As the fold inductions were greater in 

THP-1 cells compared with those in Mo-DCs, we arbitrarily 

de&ned the categories using different fold inductions: mild 

expression of Nrf2 was then represented by a fold induction 

between 2 and 15 (in grey), high expression by a fold induc-

tion ranging from 15 to 100 (in yellow), and strong expression 

by a fold induction >100 (in purple). Results showed that all 

cysteine/lysine- and cysteine-reactive chemical sensitizers and 

the prohapten CINA strongly induced Nrf2-dependent gene 

expression.
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FIG. 1. mRNA expression of ho-1 (A), nqo1 (B), and il-8 (C) in Mo-DCs exposed to the selected chemicals and analyzed by real-time PCR. Results were 

expressed as fold induction compared with control samples (corresponding vehicle-treated cells) and corrected by the expression of the reference genes β-actin 

and tbp. For all graphs, results were expressed as the mean ± SEM of at least three independent experiments. Dotted line indicates the twofold gene upregulation 

criteria. *p < 0.05 versus control cells for both time treatment (Mann-Whitney U tests).
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TABLE 3 

mRNA Expressions of ho-1, il-8, and nqo1 in Mo-DCs and THP-1 Cells 

Mo-DCs

fold ≤ 2

THP-1

fold ≤ 2

2 < fold ≤ 5 2 < fold ≤ 15

5 < fold ≤ 10 15 < fold ≤ 100

fold > 10 fold > 100

Mo-DCs

ho-1 nqo1 il-8

4 h N 6 h N 4 h N 6 h N 4 h N 6 h N

Cysteine and 

Lysine

DNCB 9.15 ± 0.27* 3/3 12.12 ± 2.88* 3/3 3.12 ± 0.09* 3/3 5.21 ± 1.83* 3/3 2.81 ± 0.37* 3/3 8.57 ± 2.28* 3/3

CIN 8.70 ± 0.56* 3/3 6.64 ± 1.67* 4/4 5.46 ± 1.08* 3/3 2.45 ± 0.70* 1/3 1.95 ± 0.14* 1/3 1.84 ± 0.39* 1/3

DEM 6.84 ± 1.71* 3/3 8.64 ± 2.17* 3/3 4.11 ± 0.19* 3/3 1.53 ± 0.29 0/3 3.12 ± 0.58* 3/3 5.16 ± 1.19* 3/3

4,4′ MDI 1.69 ± 0.16* 1/4 1.46 ± 0.36 1/4 1.11 ± 0.16 0/5 1.17 ± 0.15 0/3 1.27 ± 0.17 0/4 1.73 ± 0.32* 1/3

Cysteine DPC 7.35 ± 1.43* 3/3 19.44 ± 6.66* 3/3 5.07 ± 1.29* 3/3 4.11 ± 1.75* 2/4 6.37 ± 1.58* 3/3 9.05 ± 2.24* 4/4

MI 0.89 ± 0.28 0/5 1.36 ± 0.57 1/4 0.92 ± 0.13 0/4 0.74 ± 0.28 0/4 2.21 ± 1.12 3/5 1.83 ± 0.99 2/4

Lysine AP 0.96 ± 0.20 0/4 1.33 ± 0.29 0/3 1.14 ± 0.15 0/4 1.10 ± 0.24 0/3 1.56 ± 0.18* 0/3 3.45 ± 1.17* 3/5

AT 0.87 ± 0.09 0/4 0.87 ± 0.18 0/4 1.07 ± 0.06 0/3 0.92 ± 0.17 0/3 1.26 ± 0.15 0/4 0.58 ± 0.09 0/3

Prohapten CINA 8.16 ± 1.30* 3/3 4.83 ± 1.42* 3/3 5.19 ± 1.10* 3/3 1.18 ± 0.34 0/3 7.40 ± 2.14* 3/3 3.05 ± 0.25* 3/3

EU 3.03 ± 0.67* 2/3 1.63 ± 0.22* 1/3 0.66 ± 0.18 0/3 0.82 ± 0.14 0/3 3.41 ± 0.46* 3/3 6.21 ± 1.84* 3/3

Prehapten ISO 2.07 ± 0.10* 2/3 2.53 ± 0.56* 2/3 1.00 ± 0.22 0/4 1.43 ± 0.34 1/3 3.43 ± 0.77* 4/4 2.53 ± 0.37* 3/3

ppD 3.16 ± 0.16* 3/3 1.34 ± 0.13* 0/3 2.37 ± 0.36* 2/3 1.88 ± 0.37* 2/3 6.77 ± 1.99* 3/3 1.32 ± 0.23 0/3

Oxidant tBHP 5.01 ± 1.38* 3/3 3.76 ± 0.50* 3/3 2.96 ± 0.85* 3/4 1.04 ± 0.24 0/3 12.45 ± 4.42* 3/3 9.77 ± 2.40* 4/4

mCPBA 3.08 ± 0.54* 3/3 4.75 ± 1.11* 3/3 1.87 ± 0.39* 1/4 1.42 ± 0.34 1/4 4.76 ± 0.68* 3/3 8.70 ± 3.67* 4/4

Reducer DTT 0.64 ± 0.13 0/3 1.48 ± 0.42 0/3 1.24 ± 0.26 0/3 1.59 ± 0.09 0/3 2.14 ± 0.26* 2/3 3.32 ± 0.76* 3/4

NaBH4 19.19 ± 5.45* 4/4 19.33 ± 5.70* 3/3 5.76 ± 1.58* 3/3 6.20 ± 3.15* 3/3 5.43 ± 0.93* 3/3 8.10 ± 4.09* 3/3

Nrf2 inducer tBHQ 5.01 ± 0.79* 4/4 3.22 ± 0.43* 3/3 3.12 ± 0.42* 3/3 1.21 ± 0.18 0/3 5.15 ± 1.83* 3/3 2.15 ± 0.15* 2/3

THP-1

ho-1 nqo1 il-8

6 h N 8 h N 6 h N 8 h N 6 h N 8 h N

Cysteine and 

Lysine

DNCB 533.26 ± 176.99* 4/4 226.76 ± 66.61* 4/4 2.62 ± 0.20* 4/4 4.12 ± 0.76* 4/4 81.40 ± 12.64* 5/5 301.44 ± 123.98* 4/4

CIN 1562.79 ± 419.57* 4/4 1208.68 ± 245.42* 4/4 6.11 ± 0.17* 3/3 8.22 ± 2.70* 3/3 45.81 ± 9.16* 5/5 169.91 ± 50.46* 4/4

DEM 229.37 ± 34.85* 4/4 298.46 ± 36.94* 4/4 3.46 ± 0.16* 4/4 4.41 ± 0.94* 4/4 3.83 ± 0.63* 5/5 12.81 ± 3.44* 4/4

4,4′ MDI 105.11 ± 12.58* 3/3 109.72 ± 19.28* 3/3 1.96 ± 0.29* 2/3 3.24 ± 0.60* 3/3 8.42 ± 5.40* 2/3 11.45 ± 1.30* 3/3

Cysteine DPC 121.15 ± 44.13* 3/3 162.79 ± 46.45* 3/3 1.98 ± 0.48* 2/3 2.87 ± 0.10* 3/3 5.14 ± 1.54* 3/3 2.89 ± 0.99* 2/3

MI 85.65 ± 8.01* 4/4 63.00 ± 4.25* 4/4 4.47 ± 0.75* 4/4 5.21 ± 0.38* 3/3 36.78 ± 7.62* 5/5 20.52 ± 7.79* 3/3

Lysine AP 9.91 ± 3.08* 3/3 17.92 ± 3.69* 3/3 1.09 ± 0.16 0/3 2.29 ± 0.46* 2/3 5.91 ± 0.98* 4/4 6.5 ± 2.83* 4/4

AT 1.12 ± 0.04 0/3 1.41 ± 0.52 0/3 0.73 ± 0.21 0/3 1.18 ± 0.12 0/3 1.04 ± 0.13 0/4 2.13 ± 0.68* 1/3

Prohapten CINA 701.93 ± 189.65* 3/3 699.26 ± 249.85* 4/4 3.28 ± 0.04* 3/3 4.43 ± 1.47* 3/3 1.87 ± 0.29* 1/4 2.27 ± 0.32* 3/4

EU 22.64 ± 7.01* 4/4 24.13 ± 2.94* 3/4 1.41 ± 0.29 0/3 1.76 ± 0.61 1/3 1.46 ± 0.12* 0/5 4.79 ± 0.66* 3/3

Prehapten ISO 21.30 ± 5.49* 4/4 27.73 ± 7.99* 4/4 2.17 ± 0.51* 2/3 3.19 ± 0.46* 3/3 1.35 ± 0.38 0/3 4.83 ± 0.97* 3/3

ppD 29.04 ± 8.49* 3/3 20.16 ± 7.78* 3/3 1.63 ± 0.35 1/4 2.45 ± 0.50* 3/4 14.74 ± 3.72* 4/4 22.63 ± 3.80* 4/4

Oxidant tBHP 31.82 ± 3.87* 3/3 18.49 ± 3.19* 3/3 2.85 ± 0.37* 3/3 2.31 ± 0.68 2/3 7.86 ± 3.05* 3/3 5.04 ± 1.27* 3/3

mCPBA 1.10 ± 0.42 0/3 2.37 ± 0.16* 3/3 1.29 ± 0.24 0/3 1.00 ± 0.19 0/3 1.35 ± 0.11* 0/4 1.67 ± 0.44 2/3

Reducer DTT 0.79 ± 0.27 0/3 7.72 ± 2.90* 3/3 1.00 ± 0.21 0/4 2.03 ± 0.51* 2/4 1.23 ± 0.30 0/5 1.48 ± 0.40 0/3

NaBH4 0.84 ± 0.15 0/3 0.95 ± 0.30 0/3 1.09 ± 0.18 0/5 1.22 ± 0.14 0/5 0.69 ± 0.07 0/5 1.60 ± 0.50 1/5

Nrf2 iiducer tBHQ 25.86 ± 6.73* 4/4 10.91 ± 5.05* 4/4 4.91 ± 1.01* 3/3 2.51 ± 0.48* 3/4 1.61 ± 0.12* 0/3 2.72 ± 0.66* 3/4

Notes. Results were expressed as fold induction ± SEM (see Fig. 1). A twofold gene upregulation was selected as the criteria for signi&cant gene expression.  
N, number of positive experiments (fold > 2) compared with the total number of experiments.

*p < 0.05 versus control cells (i.e., corresponding vehicle-treated cells = 1, Mann-Whitney U tests).
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FIG. 2. mRNA expression of ho-1 (A), nqo1 (B), and il-8 (C) in THP-1 cells exposed to the selected chemicals and measured by real-time PCR. Results were 

expressed as fold induction compared with control samples (corresponding vehicle-treated cells) and corrected by the expression of the reference genes β-actin 

and tbp. For all graphs, results were expressed as the mean ± SEM of at least three independent experiments. Dotted line indicates the twofold gene upregulation 

criteria. *p < 0.05 versus control cells for both time treatment (Mann-Whitney U tests).
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Interaction Analysis of Chemical-Induced Nrf2-Dependent 

Gene Expression

To determine whether the expression of one of the Nrf2-

dependent gene may permit to distinguish reactive chemicals 

(sensitizers) from nonsensitizing molecules, two different sta-

tistical analyses were performed for both cell models.

In the &rst analysis, all chemicals were preclassi&ed into 

three groups, and interaction analysis within groups was car-

ried out. The &rst group was composed of reactive chemicals, 

i.e., haptens (DNCB, CIN, 4,4′ MDI, DEM, MI, DPC, AP, and 

AT)—whatever their speci&c amino acid reactivity was, the 

second group was composed of pre- and prohaptens (CINA, 

EU, ISO, and ppD) needing to be metabolized or oxidized to be 

fully reactive, and the third group was composed of nonreac-

tive molecules, i.e., nonsensitizing chemicals (tBHP, mCPBA, 

DTT, and NaBH
4
). The results are presented in Table  4. In 

Mo-DCs, ho-1 expression distinguished nonsensitizing mole-

cules from haptens or pro-/prehaptens, whereas il-8 expression 

distinguished haptens versus pro-/prehaptens and nonsensitiz-

ing molecules. However, if lysine-reactive sensitizers AP and 

AT were excluded from the hapten group, interaction analy-

ses for Mo-DCs revealed that differences between haptens and 

pro-/prehaptens became statistically signi&cant for ho-1 and 

nqo-1 expression (p = 0.004 and p = 0.01, respectively) (data 

not shown). In THP-1 cells, almost all the differences between 

means of fold induction for each gene were signi&cant, except 

for nqo1, whose expression was not signi&cantly different 

between haptens and pro-/prehaptens (p = 0.11).

In the second analysis, all chemicals were tested by pairs and 

groups were designed a posteriori, i.e., chemicals for which 

mean Log(Induction) was statistically different were classi-

&ed in different groups. Results presented in Supplementary 

&gures 4A and B showed extensive overlapping between 

chemicals, and these latter could not be clearly grouped into 

different categories a posteriori. However, some tendencies 

appeared: ho-1 expression in THP-1 cells partially classed 

chemicals according to their amino acid reactivity: cysteine- 

and mixed-reactive chemical sensitizers were not statistically 

different, as well as pro- and prehaptens, whereas both the 

reducers, mCBPA and AT, were classi&ed in a different group 

(Supplementary &g. 4B).

Correlation Analysis of Nrf2-Dependent Gene Expression 

with Chemical Reactivity to Cysteine

To test whether the expression of Nrf2-dependent genes was 

correlated with chemical reactivity, the percentage of cysteine 

depletion induced by each chemical sensitizer was used for 

regression analysis. The relationship between Log(Induction) 

of each Nrf2 target gene and the percentage of peptide cysteine 

(PepCys) depletion (Gerberick et  al., 2007, 2009; Troutman 

et al., 2011) were compared using a quadratic model for lin-

ear regression analysis. Scatter plots of PepCys depletion ver-

sus Log(Induction) of a speci&c Nrf2-dependent gene, along 

with correlation analysis, are shown in Figure 3 for both cell 

models and for both time treatments. The results indicate that, 

in Mo-DCs, little association exists between fold induction of 

ho-1 (r2 = 0.19, p = 0.02 at 4 h and r2 = 0.13, p = 0.08 at 6 h), 

nqo1 (r2 = 0.02, p = 0.70 at 4 h and r2 = 0.06, p = 0.35 at 6 h), 

or il-8 (r2 = 0.02, p = 0.69 at 4 h and r2 = 0.04, p = 0.44 at 6 h) 

and cysteine depletion (Figs. 3A and 3B). These results sug-

gested that, in Mo-DCs, expression of Nrf2-dependent genes 

requires additional signals and was not correlated with the 

capacity of chemicals to alter cysteine as measured in peptide 

depletion assays. However, in THP-1 cells, Log(Induction) of 

gene expression and cysteine depletion were highly associated, 

especially for ho-1 (r2 = 0.38, p = 0.0001 at 6 h and r2 = 0.44, 

p < 0.0001 at 8 h) and nqo1 (r2 = 0.37, p = 0.0003 at 6 h and  

r2 = 0.31, p = 0.002 at 8 h) expressions (Figs. 3C and 3D). The 

differences in associations between Mo-DCs and THP-1 cells 

were signi&cant for ho-1 (p of interaction = 0.02 at 4 h and 

0.007 at 6 h) but not for il-8 and nqo1 genes.

Nrf2 Protein Accumulation After Chemical Exposure

To con&rm that the Nrf2 pathway was activated upon chemi-

cal exposure, accumulation of the Nrf2 protein was measured 

in both Mo-DCs (Fig. 4) and THP-1 cells (Fig. 5). In addition, 

the protein level of HO-1 was also assessed.

Mo-DC Western blot analysis showed that the Nrf2 protein 

was absent in control cells at time t = 0 but appeared as one 

major band as soon as they were cultured for 4 h either in cul-

ture medium (UT) or with DMSO, whereas the Nrf2 protein 

was absent in CH
3
CN-treated Mo-DCs (Fig. 4A). Conversely, 

in THP-1 cells, the Nrf2 protein was absent in both the untreated 

and vehicle-treated cells even after 6 h of treatment (Fig. 5A). It 

is important to note that protein expression was assessed at one 

time point in each cell model based on previous experiments 

(data not shown).

In Mo-DCs, the Nrf2 protein was present in response to (a) 

the well-described Nrf2 activator tBHQ, (b) chemicals that 

were reactive with both cysteine and lysine residues (CIN, 

DNCB, DEM, and 4,4′ MDI), (c) the cysteine-selective chemi-

cal DPC, and (d) the prohapten CINA. MI, the lysine-reactive 

chemicals AP and AT, other pre- and prohaptens (EU, ISO, and 

ppD), and the nonsensitizing molecules tBHP, mCPBA, DTT, 

and NaBH
4
 had no effects (Figs. 4A and B). The HO-1 protein 

level was found to be increased with all mixed-reactive chemi-

cals and the cysteine-reactive DPC, whereas MI had no effect. 

The HO-1 protein was also found in response to the prohapten 

CINA, whereas lysine-reactive chemicals (AP and AT) and EU, 

ISO, and ppD (pre- and prohaptens) had no effect. The tBHP 

molecule upregulated HO-1 protein expression signi&cantly, 

whereas the other nonsensitizing molecules mCPBA, DTT, and 

NaBH
4
 did not affect its expression.

In THP-1 cells, Nrf2 protein accumulated after 6 h in 

response to all mixed- and cysteine-reactive sensitizers (i.e., 

CIN, DNCB, DEM, 4,4′ MDI, MI, and DPC) and in response 

to all the pro- and prehaptens (CINA, EU, ISO, and ppD), 
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FIG. 3. Relationship between Nrf2-dependent gene expression (LogInduction) and chemical reactivity to the peptide cysteine. Gene expression was measured 

in Mo-DCs at 4 h (A) and 6 h (B) and in THP-1 cells at 6 h (C) and 8 h (D). Data from the literature was used to &x the % of PepCys depletion. Results represent 

a quadratic regression analysis.

whereas AP and AT, the lysine-reactive chemicals, had no 

effects (Fig.  5B). The oxidant tBHP and the reducer DTT 

were able to signi&cantly increase Nrf2 protein level, whereas 

mCPBA and NaBH
4
 had no effect. In correlation with the 

induction of Nrf2 accumulation, expression of the HO-1 

protein was detected in THP-1 cells exposed to all cysteine/

lysine- and cysteine-reactive sensitizers (except MI) and to 

all pre- and prohaptens, except ISO (Fig.  5B, lower panel). 

Lysine-reactive chemicals AP and AT had no effect. Further, 

tBHP also induced HO-1 accumulation, whereas the other 

nonsensitizing molecules mCPBA, DTT, and NaBH
4
 did not 

signi&cantly modify the HO-1 protein level.

TABLE 4 

Statistical Analyses of Chemical-Induced Nrf2 Target Gene Expression 

Mo-DCs THP-1

ho-1 nqo1 il-8 ho-1 nqo1 il-8

Haptens versus pro-/prehaptens n.s. n.s. p = 0.03 p = 0.01 n.s. p < 0.0001

Haptens versus nonsensitizing molecules p = 0.03 n.s. p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001

Pro-/prehaptens versus nonsensitizing molecules p = 0.03 p = 0.02 n.s. p < 0.0001 p = 0.02 p < 0.0001

Notes. Interaction between chemical reactivity groups was assessed using a mixed-effect model that integrated both time treatments. Haptens: DNCB, CIN, 4,4′ 
MDI, DEM, MI, DPC, AP, and AT; pre-/prohaptens: CINA, EU, ISO, and ppD; nonsensitizing molecules: tBHP, mCPBA, DTT, and NaBH

4
.
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DISCUSSION

A key step in the skin sensitization process is the forma-

tion of a covalent adduct between the chemical sensitizer and 

endogenous proteins in the skin. The intrinsic protein reactiv-

ity of chemical sensitizers (or after their oxidation/metabolism) 

is generally assumed to be a shared property and could be the 

common characteristic detected by DCs rather than their struc-

ture or size. Moreover, it is now well accepted that, according 

to the danger model of Matzinger (1998) and in the context of 

contact sensitization (Kimber et al., 2002), DCs need to receive 

danger signals from their environment to be fully activated and 

to migrate to lymph nodes. Experimental evidences suggested 

that chemical sensitizers themselves could provide a danger sig-

nal, allowing the maturation of DCs (Ade et al., 2007; Boislève 

et al., 2004, 2005; Casati et al., 2005). Our hypothesis is that 

Nrf2 is one of the key players in contact allergy, integrating 

chemical sensitizer’s protein reactivity and translating this sig-

nal into a biological response in DCs. Indeed, recent reports 

have shown that Nrf2 plays a role in in}ammatory immune 

responses (Kim et  al., 2009) and that it is also activated by 

chemical sensitizers in DCs (Ade et al., 2009), suggesting that 

Nrf2 could be implicated in the chemical sensitization process. 

Moreover, initial work conducted by Natsch and colleagues in 

the Hepa1C1C7 cell line and in a keratinocytic cell line has 

shown that Nrf2 was activated by chemical sensitizers (Natsch 

and Emter, 2008; Emter et al., 2010). These results were at the 

basis of the development of the Keratinosens assay but also 

emphasized that the Nrf2 pathway is also activated by chemical 

sensitizers in keratinocytes. To test our hypothesis, we measured 

the expression of Nrf2 target genes and Nrf2 protein expression 

after exposure to chemical sensitizers known to react with dif-

ferent sets of amino acids (cysteine and lysine, cysteine or lysine 

only). To our knowledge, this is the &rst work addressing the 

link between sensitizer chemical reactivity, as de&ned by reac-

tivity toward amino acids with Nrf2 activation in cellulo using 

cells of myeloid origin, and gene expression. The main objective 

is then to address experimentally how chemical reactivity can 

translate into a biological response in cells of the myeloid line-

age involved in skin sensitization.

Chemical sensitizers and nonsensitizing molecules were 

tested for their capacity to induce maturation of both Mo-DCs 

and THP-1 cells. All mixed- and cysteine-reactive sensitizers 

were able to induce Mo-DC maturation, although phenotypic 

modi&cations were less pronounced in response to pro-/prehap-

tens, as previously reported (Aiba et al., 1997; Hulette et al., 

FIG. 4. Expression of Nrf2 and HO-1 proteins in cells exposed to the selected chemicals. (A) Representative Western blot of Nrf2 and Ho-1 proteins. (B) 

Semiquanti&cation of Nrf2 (upper panel) and HO-1 (lower panel) protein expression. Results were expressed as the ratio of Nrf2 or HO-1 to the p38MAPK 

protein used as a loading control and were compared with the corresponding vehicle control cells at t = 4 h for Mo-DCs (fold induction). (n = 5, *p < 0.05 versus 

vehicle-treated cells, Mann-Whitney U tests).
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2002; Reuter et al., 2011). Lysine-reactive chemicals did not 

show any effect. Conversely, THP-1 cells were activated by a 

larger panel of chemical sensitizers and even by all pre-/pro-

haptens, con&rming that this cell line is a useful tool for in vitro 

sensitization screening (Nukada et al., 2011). However, in our 

experiments, DEM, 4,4′ MDI, and AT had no signi&cant effect 

although previous reports showed that they induced phenotypic 

alterations in THP-1 (Mitjans et al., 2008; Nukada et al., 2011). 

In addition, tBHP and mCPBA induced DC maturation, as pre-

viously shown with other oxidants (Kantengwa et  al., 2003; 

Rutault et al., 1999). These results con&rmed that both Mo-DCs 

and THP-1 cells were suitable models to test our hypothesis.

With respect to the results presented in this work, we decided 

that Nrf2 pathway activation really occurs when chemicals 

were able to induce at least two Nrf2 target genes associated 

with Nrf2 protein expression. Chemicals with cysteine/lysine 

(DNCB, CIN, DEM, and 4,4′ MDI) and high cysteine (mainly 

DPC) reactivity were true activators of the Nrf2 pathway in our 

models, whereas other chemicals such as the lysine-reactive AP 

and AT showed an Nrf2-independent activation of the studied 

genes (Table 5). In addition, Nrf2 pathway senses the overall 

reactivity of chemical sensitizers rather than discriminating 

between speci&c mechanistic applicability domain as DEM, 

CIN, and DPC are Michael acceptors and DNCB is a S
N
Ar-

reactive chemical. The effect of mixed- and cysteine-reactive 

sensitizers can be explained by the fact that Keap1 contains 

a number of cysteine residues important for the repression of 

Nrf2 under basal conditions (Holland and Fishbein, 2010). 

Modi&cations of these cysteine-reactive residues by cysteine-

reactive chemicals lead to Nrf2 stabilization and transcription 

of ARE-dependent genes (Kobayashi et al., 2004).

No activation of the Nrf2 pathway was found with the lysine-

reactive chemicals AP and AT. Although AP was evaluated as 

false negative in the ARE-cell line assay of Natsch and Emter 

(2008), in our study, it was able to strongly induce ho-1 mRNA 

in THP-1 cells and il-8 mRNA in both cell models. Although 

Nrf2 plays a critical role in ho-1 gene induction, several tran-

scription factors can also participate in ho-1 gene transcription 

(Ryter et al., 2006). This is also true for il-8 gene expression 

(Roebuck, 1999). Thus, ho-1 and il-8 mRNA expressions could 

be mediated independently of Nrf2 in response to AP, and this 

remains to be elucidated.

FIG. 5. Expression of Nrf2 and HO-1 proteins in cells exposed to the selected chemicals. (A) Representative Western blot of Nrf2 and Ho-1 proteins. (B) 

Semiquanti&cation of Nrf2 (upper panel) and HO-1 (lower panel) protein expression. Results were expressed as the ratio of Nrf2 or HO-1 to the p38MAPK  

protein used as a loading control and were compared with the corresponding vehicle control cells at t = 6 h for THP-1 cells (fold induction). (n = 5, *p < 0.05 versus 

vehicle-treated cells, Mann-Whitney U tests).
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CINA also induced the activation of the Nrf2 pathway. CINA 

is a prohapten that needs to be metabolized either by alcohol 

dehydrogenase or by cytochrome P450 2E1 to become a reac-

tive sensitizer (Smith et al., 2000). Monocytes, as well as DCs, 

express CYP2E1 (Baron et al., 1998; Saeki et al., 2002). The 

other prohapten, EU, and the prehaptens, ISO and ppD, acti-

vated the Nrf2 pathway especially in THP-1 cells, suggesting 

that this cell line is metabolically active. However, it should be 

emphasized that the THP-1 cell line poorly metabolizes com-

pounds that are substrates of CYP450s, as recently described 

by Chipinda et al. (2011).

For the nonsensitizing molecules, DTT was found to be an 

Nrf2 inducer in THP-1 cells, as previously described in HepG2 

cells by Haridas et al. (2004), although to a lesser extent than 

chemical sensitizers. However, NaBH
4
 displayed dissimilar 

effects in both cell models. In Mo-DCs, NaBH
4
 had a strong 

effect on gene expression, but no Nrf2 accumulation was found, 

suggesting an Nrf2-independent activation of these genes. In 

THP-1 cells, NaBH
4
 did not show any effect. In contrast, both 

tested oxidants were able to induce the expression of at least 

one Nrf2-dependent gene, although tBHP, an analogue of lipid 

hydroperoxides, was more speci&c than the peracid mCPBA. 

Taken together, these results obtained with nonsensitizing mol-

ecules possessing redox properties con&rmed that the Nrf2 

pathway is redox/electrophilic sensitive in DCs.

Our data revealed some differences between Mo-DCs and 

THP-1 cells for some chemicals, i.e., MI, 4,4′ MDI, and, as 

mentioned, NaBH
4
. In agreement with our results in THP-1 

cells, MI has been shown to induce the activation of the ARE-

luciferase assay, suggesting a lack of sensitivity of Mo-DCs. 

Although 4,4′ MDI induced both Nrf2 and HO-1 protein 

accumulation in both cell models, the level of detected mRNA 

was strongly different between the cell models. At this time, 

we have no explanation for this observation. Nevertheless, 

monocytes and DCs display different metabolic enzymes (Le 

Naour et al., 2001), and Mo-DCs have a higher antioxidant 

capacity compared with monocytes (Rivollier et al., 2006). 

This can explain, at least in part, the lack of effect of some 

chemicals on Mo-DCs and the large difference between the 

maximal fold inductions of genes between THP-1 cells and 

Mo-DCs.

We then analyzed our results to evaluate the validity of our 

hypothesis. The following questions were asked: (1) Based 

on gene fold induction, is it possible to group the chemicals 

into categories? (2) Does a correlation exist between gene fold 

induction and the percentage of cysteine depletion? (3) Can 

Nrf2 pathway activation distinguish between sensitizers, non-

sensitizers, and pro-/prehaptens? Mixed model analysis was 

&rst used in a “blinded experiment” where sensitizers were 

classi&ed, for each studied gene, into different groups accord-

ing to the statistically signi&cant difference observed between 

their mean gene fold inductions. This method allowed the 

grouping of sensitizers according to their potency for inducing 

gene expression; however, results showed that initial grouping 

TABLE 5 

Summary of Chemical-Induced Nrf2 Pathway Activation in Mo-DCs and THP-1 Cells 

Mo-DCs THP-1

Nrf2 target gene induction

Nrf2 

protein

Nrf2 pathway 

activation

Nrf2 target gene induction

Nrf2 

protein

Nrf2 pathway 

activationho-1 nqo1 il-8 ho-1 nqo1 il-8

tBHQ + + + + + + + + + +

DNCB + + + + + + + + + +

CIN + + − + + + + + + +

DEM + + + + + + + + + +

4,4′ MDI + − + + + + + + + +

DPC + + + + + + + + + +

MI − − + − − + + + + +

AP − − + − − + + + − −

AT − − − − − − − + − −

CINA + + + + + + + + + +

EU + − + − − + − + + +

ISO + − + − − + + + + +

ppD + + + − − + + + + +

tBHP + + + − − + + + + +

mCBPA + − + − − + − + − −

DTT − − + − − + + − + +

NaBH
4 + + + − − − − − − −

Notes. For Nrf2 target gene induction, a “+” indicates that the chemical signi&cantly induced gene expression in at least one out of the two treatment times. 

Statistically signi&cant Nrf2 accumulation was used for Nrf2 positive protein expression and was also represented by “+.” “+” indicates a chemical activating the 
Nrf2 pathway according to our criteria: induction of at least two Nrf2 target genes associated with Nrf2 protein expression.
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of haptens, pro-/prehaptens, and nonsensitizing categories was 

not possible. This method highlights that fold induction alone 

(without cutoff) cannot differentiate sensitizers from nonsen-

sitizers. However, using the same analysis with chemicals 

assigned to groups of (1) haptens, (2) pro-/prehaptens, and (3) 

nonsensitizing molecules, our results revealed that in THP-1 

cells, gene expression analysis was able to distinguish reac-

tive from nonreactive chemicals. In Mo-DCs, results were less 

clear cut, but when the statistical analysis was performed in 

the absence of lysine-reactive chemicals, statistical differences 

were observed, suggesting that these chemicals shared distinct 

properties compared with other reactive sensitizers (data not 

shown).

We then performed regression analysis with the aim to 

identify the relationships between gene fold induction and 

the percentage of cysteine depletion, as assessed using the 

Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA). Our results showed 

that gene expression in THP-1 cells was signi&cantly associ-

ated with cysteine depletion, but this was not the case with 

Mo-DCs. These observations exempli&ed that the ability of a 

chemical sensitizer to react with cysteine translates into Nrf2 

activation, as measured with gene expression. However, they 

also suggested that other mechanisms such as ROS production 

provoked by chemicals may play additional roles.

In summary, we have described the ability of several chemi-

cal sensitizers to activate the Nrf2 pathway in cellulo using cells 

of myeloid lineage known to be involved in the skin sensitiza-

tion process. Our data were in accordance with the observations 

made by Natsch (2010) and Natsch and Emter (2008) using 

ARE-cell line assays as a new tool for the detection of chemical 

sensitizers. Here, we demonstrated that DCs and THP-1 cells 

were able to integrate and translate chemical sensitizer reac-

tivity into activation of the Nrf2 pathway, which regulates the 

cellular stress provoked by the chemical sensitizer’s reactivity. 

These data also suggested that a link exists between the capac-

ity of a chemical to bind to a protein (i.e., its amino acid reac-

tivity) and the amount of stress it induces in cells, measured 

as the activation of inducible Nrf2 target genes. This cellular 

stress participates in the cellular signaling needed for pheno-

typic modi&cations of DCs and needs to be tightly regulated. 

This is the &rst time that an extensive analysis of Nrf2 activation 

has been performed in myeloid cells, and the results emphasize 

the importance of Nrf2 in myeloid cell activation by chemical 

sensitizers.
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Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2 Nuclear
Translocation Induces Myofibroblastic Dedifferentiation
in Idiopathic Pulmonary Fibrosis
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Abstract

Aims: Oxidants have been implicated in the pathophysiology of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), especially in
myofibroblastic differentiation. We aimed at testing the hypothesis that nuclear factor erythroid 2-related factor 2
(Nrf2), the main regulator of endogenous antioxidant enzymes, is involved in fibrogenesis via myofibroblastic
differentiation. Fibroblasts were cultured from the lungs of eight controls and eight IPF patients. Oxidants–
antioxidants balance, nuclear Nrf2 expression, and fibroblast phenotype (a-smooth muscle actin and collagen I
expression, proliferation, migration, and contraction) were studied under basal conditions and after Nrf2
knockdown or activation by Nrf2 or Keap1 siRNA transfection. The effects of sulforaphane (SFN), an Nrf2 acti-
vator, on the fibroblast phenotypewere tested under basal and pro-fibrosis conditions (transforming growth factor
b [TGF-b]). Results: Decreased Nrf2 expression was associated with a myofibroblast phenotype in IPF compared
with control fibroblasts. Nrf2 knockdown induced oxidative stress and myofibroblastic differentiation in control
fibroblasts. Conversely, Nrf2 activation increased antioxidant defences andmyofibroblastic dedifferentation in IPF
fibroblasts. SFN treatment decreased oxidants, and induced Nrf2 expression, antioxidants, and myofibroblastic
dedifferentiation in IPF fibroblasts. SFN inhibited TGF-b profibrotic deleterious effects in IPF and control fibro-
blasts and restored antioxidant defences. Nrf2 knockdown abolished SFN antifibrosis effects, suggesting that they
were Nrf2 mediated. Innovation and Conclusion:Our findings confirm that decreased nuclear Nrf2 plays a role in
myofibroblastic differentiation and that SFN induces human pulmonary fibroblast dedifferentiation in vitro via
Nrf2 activation. Thus, Nrf2 could be a novel therapeutic target in IPF. Antioxid. Redox Signal. 18, 66–79.

Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is the most frequent
idiopathic interstitial pneumonia, with an estimated prev-

alence of 13 to 20 cases per 100 000 (24).
According to the American Thoracic Society/European Re-

spiratory Society International Multidisciplinary Consensus
Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias, usual
interstitial pneumonia (UIP), including myofibroblasts and
fibroblastic foci, is the histopathologial finding of IPF (3). This

disease is characterized by fibroproliferation, associated with an
excessive extracellular matrix deposition leading to pulmonary
architecture distorsion and respiratory failure. Unfortunately, no
treatment has shown any benefit in terms of survival (38).

Myofibroblastic differentiation plays a key role in the patho-
physiologic process of IPF. Fibroblasts, differentiated to myofi-
broblasts, acquire a pro-fibrosing phenotype, defined by the
expression of alpha-smooth muscle actin (a-SMA), the produc-
tion of extracellular matrix (collagen I and III), and increased cell
proliferation, contraction, and migration abilities (35).
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Oxidative stress, resulting from an imbalance of oxidants
and antioxidants, has also been implicated in IPF patho-
physiologic features (1, 17). To counteract oxidative stress,
lung cells enlist a battery of classical antioxidant systems, such
as Superoxide dismutase, Catalase, Glutathion Peroxidase,
Glutathion S Transferase, Thioredoxin, Sulfiredoxin, Gluta-
mate Cysteine Ligase (25, 26), and especially Phase II En-
zymes (EPII) such as NADPH quinone oxidoreductase 1
(NQO-1), epoxyde hydrolase (EPHX), andHeme oxygenase-1
(HO-1), whose central protective roles against oxidant and
inflammatory injuries have been previously identified in lung
disease (12, 26).

The transcription factor nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) is a key orchestrator of the induction of several
antioxidants, especially EPII. Nrf2 belongs to the ‘‘cap ’n’
collar’’ basic leucin zipper family. Under basal conditions,
Nrf2 is sequestered in the cytoplasm by its inhibitor Kelch-like
erythroid cell-derived protein CNC homology-associated
protein 1 (Keap1), then ubiquitinylated, and, finally, de-
graded by the proteasome. In the presence of oxidative stress,
Keap1 releases Nrf2, which canmigrate in the nucleus, bind to
the antioxidant responsive element sequence, and induce
phase II gene transcription (20). Previous studies reported an
increase in the expression of oxidant enzymes (NADPH oxi-
dases) in IPF fibroblasts and showed the role of oxidants in
myofibroblastic differentiation (1, 17). The important role of
Nrf2 in lung fibrosis has previously been published in animal
models (8, 22, 33, 41, 43). Cho et al. showed that bleomycin
induced earlier and more severe pulmonary fibrosis in
Nrf2 -/- mice than in wild-type mice, which suggests the
involvement of Nrf2 (8). In humans, a potential protective role
for Nrf2 against chronic fibrosing lung disease has been re-
ported (30, 31). However, the role of EPII and Nrf2 in lung
fibrogenesis in patients with IPF and the potential therapeutic
effect of Nrf2 inducers have not been studied.

Sulforaphane (SFN), an isothiocyanate found in cruciferous
vegetables from the Brassicaceae family, is a known Nrf2 ac-
tivator. SFN interacts in a concentration-dependent manner
(7) with thiol groups of Keap1, thus leading to its conforma-
tional modification, dissociation of the Nrf2–Keap1 cyto-
plasmic complex, and, finally, Nrf2 translocation into the
nucleus (11). McWalter et al. reported that Nrf2 is essential for
the induction of EPII expression by SFN (32).

We hypothesized that (i) the imbalance in oxidants and
antioxidants, as well as altered EPII and Nrf2 expression, are
involved in myofibroblast differentiation observed in IPF and
(ii) Nrf2 activation may modulate the fibroblast phenotype in
IPF. Thus, we compared Nrf2 expression in human pulmo-
nary fibroblasts from control and IPF patients and investi-
gated the role of activation of Nrf2 in myofibroblast
differentiation and fibrosis.

Results

Basal pulmonary fibroblast phenotype, expression

of oxidative stress markers, and Nrf2

We characterized the basal pulmonary fibroblast pheno-
type after a 24-h culture of cells without stimulation. Phase-
contrast microscopy revealed control fibroblasts as thin and
spindle shaped with prolonged cytoplasmic projections; in
contrast, IPF fibroblasts appeared star shaped, with abundant
cytoplasm and short projections (Fig. 1A). These morpho-
logical features matched the higher expression of a-SMA and
collagen I protein in IPF fibroblasts than in controls (both
p< 0.05; Fig. 1B). Thus, IPF fibroblasts were characterized by a
myofibroblastic phenotype.

The staining of 4-hydroxynonenal (4-HNE), an oxidative
stress lipid peroxidation marker, was higher in IPF fibroblasts
than in controls (Table 1), and the quantitative glutathione
(GSH)/oxidized glutathione (GSSG) ratio was decreased
( p = 0.03; Fig. 1C). mRNA expression of NQO-1, EPHX, and
HO-1 (all p< 0.05; Fig. 1D) and Nrf2 protein were lower in IPF
fibroblasts than in controls ( p= 0.014; Fig. 1E). Moreover,
immunostaining for the nuclear fraction of Nrf2 was lower in
IPF fibroblasts than in controls ( p < 0.0001; Fig. 1F). Thus, ex
vivo, decreased nuclear Nrf2 expression was associated with
decreased EPII expression, GSH/GSSG ratio, and increased 4-
HNE staining in IPF fibroblasts as compared with controls.

Effect of siRNA knockdown of Nrf2 expression

on oxidative stress and fibroblast phenotype

In control fibroblasts, Nrf2 inhibition by Nrf2 siRNA in-
creased 4-HNE staining (Fig. 2A and Table 2); decreased
NQO-1, EPHX, and HO-1 mRNA expression (all p = 0.03; Fig.
2B); induced a myofibroblastic dedifferentiation phenotype
(Fig. 2E); and increased a-SMA mRNA expression (Fig. 2F;
p= 0.03). Conversely, in IPF fibroblasts, Nrf2 activation by
Keap1 siRNA knockdown decreased 4-HNE staining (Fig. 2C
and Table 3); increased NQO-1, EPHX, and HO-1 mRNA
expression (all p = 0.03; Fig. 2D); and induced a control-like
myofibroblastic dedifferentiation phenotype (Fig. 2G). This
phenotype was confirmed by decreased a-SMA and Collagen
I a1 mRNA expression ( p = 0.04; Fig. 2H).

Effect of SFN on oxidative stress, Nrf2 expression,

and fibroblast phenotype

To assess the effect of pharmacological activation of Nrf2,
fibroblasts were exposed for 24 h to SFN, a known Nrf2 in-
ducer. SFN decreased 4-HNE staining (Fig. 3A and Table 4)
and increased the mRNA expression of EPII (Fig. 3B) and
nuclear Nrf2 expression in both control and IPF fibroblasts (all
p< 0.001; Fig. 3C).

Stimulation for 24 h with SFN reversed myofibroblastic
differentiation as confirmed by decreased protein level of

Innovation

We showed a decreased expression of nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and antioxidant ‘‘Phase
II Enzymes’’ in human pulmonary fibroblasts from pa-
tients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and the key
role of Nrf2 modulation in the fibroblast phenotype. Nrf2
inhibition induced myofibroblastic differentiation and in-
creased oxidative stress in vitro. Conversely, nuclear Nrf2
induction restored the oxidant/antioxidant equilibrium
and reversed myofibroblastic differentiation. The pro-
fibrosis effect of transforming growth factor b was related
to decreased nuclear Nrf2 expression and counteracted by
the antifibrosis effect of Sulforaphane, an Nrf2 activator.
Nrf2 could play a central role in fibroblast differentiation in
IPF, leading to new therapeutic strategies.
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a-SMA in control and IPF fibroblasts (both p< 0.05) and col-
lagen I (both p < 0.01; Fig. 4A). For IPF fibroblasts, SFN de-
creased contractility from day 7 ( p= 0.03) to 14 ( p= 0.03); the
same effect was observed but delayed at day 14 in control
fibroblasts ( p= 0.03; Fig. 4B). SFN decreased fibroblast pro-
liferation at 48 h in both control and IPF fibroblasts (both
p < 0.05; Fig. 4C) and inhibited control and IPF fibroblast mi-
gration as compared with basal conditions (both p< 0.05; Fig.
4D). Therefore, SFN had antifibrosis effects.

Effect of SFN on EPII and nuclear Nrf2 expression in

fibroblasts stimulated with transforming growth factor b

In fibroblasts pretreated with transforming growth factor
b (TGF-b) for 24 h, a pro-fibrosing condition, SFN treatment
increased the mRNA expression of NQO-1, EPHX, and HO-1
(Fig. 5A) and concomitantly increased the nuclear Nrf2
fraction in both control and IPF fibroblasts (all p< 0.0001;
Fig. 5B).

FIG. 1. Basal phenotype of pulmonary fibroblasts from control (Controls) and idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)
patients. Pulmonary fibroblast phenotype was characterized after a 24-h culture without stimulation. (A) Morphological
study of pulmonary fibroblasts by phase-contrast microscopy ( · 400 magnification, bar = 100 lm). IPF fibroblasts were
characterized by a myofibroblastic phenotype that was star shaped, with an abundant cytoplasm as compared with thin
and spindle-shaped control fibroblasts (arrows). (B) Western blot analysis of protein expression of a-smooth muscle actin
(SMA) and collagen I (Coll I). a-SMA and Coll I expression was higher in fibroblasts from IPF than control patients. Results
are relative to Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression (*p < 0.05 compared with controls, Con-
trols: n = 8, IPF: n = 8). (C) Immunocytochemistry of 4-hydroxynonenal (4-HNE) staining (magnification · 400, bar = 100 lm,
representative of 8 experiments) and glutathione (GSH)/oxidized glutathione (GSSG) ratio. As compared with controls, IPF
fibroblasts evidenced increased expression of 4-HNE and decreased GSH/GSSG ratio. (*p = 0.03, Controls: n = 5, IPF: n = 5).
(D) mRNA expression of phase II enzymes: NADPH quinone oxidoreductase 1 (NQO-1), epoxyde hydrolase (EPHX), and
Heme-oxygenase-1 (HO-1). As compared with controls, IPF fibroblasts evidenced decreased expression of phase II enzymes
(*p < 0.05 compared with controls, controls: n = 8, IPF: n = 8). (E) Western blot analysis of nuclear factor erythroid-2 related
factor 2 (Nrf2) protein expression. As compared with controls, IPF fibroblasts evidenced decreased expression of Nrf2
(*p < 0.05 compared with controls, controls: n = 8, IPF: n = 8). (F) Confocal microscopy of nuclear expression of Nrf2 in red
(left column) and TO-PRO3, a nucleic acid marker, in blue. Co-expression is seen by double staining and overlays (Merge
column). Images are representative of all samples ( · 630 magnification, bar = 50 lm). Quantification evidenced decreased
nuclear Nrf2 expression in IPF fibroblasts (*p < 0.05 compared with controls, controls: n = 3, IPF: n = 3). Box-and-whisker plot
with median, interquartile range, and minimum and maximum values. (To see this illustration in color, the reader is referred
to the web version of this article at www.liebertpub.com/ars.)
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Effect of SFN on fibroblast phenotype in fibroblasts

stimulated with TGF-b or platelet-derived growth

factor BB

We assessed the potential therapeutic effect of SFN in fi-
broblasts stimulated with TGF-b or platelet-derived growth
factor BB (PDGF-BB) for 24 h to differentiate into myofibro-
blasts. SFN treatment strongly modified fibroblast morphol-
ogy reversing myofibroblastic differentiation as confirmed by
a decreased of a-SMA (controls: p = 0.03; IPF: p= 0.005) and
collagen I (controls: p= 0.03, IPF: p= 0.02) (Fig. 6A). SFN also
decreased the contractility of IPF myofibroblasts at days 7 to
14 (all p= 0.03). The same effect was observed in control fi-
broblasts but was delayed at day 14 ( p = 0.03; Fig. 6B).
Moreover, SFN decreased control and IPF fibroblast prolif-
eration at 48 h (both p< 0.05; Fig. 6C), and 24-h SFN stimula-
tion inhibited control and IPF fibroblast migration induced by
PDGF-BB (both p< 0.05; Fig. 6D).

Antifibrosis effects of SFN were via Nrf2

To confirm that SFN effects were via Nrf2, we transfected
control fibroblasts with Nrf2 siRNA. With Nrf2 knockdown,
SFN stimulation neither induced mRNA expression of NQO-
1, EPHX, and HO-1 (all p< 0.05; Fig. 7A) nor decreased the
protein levels of a-SMA and collagen I (both p < 0.05; Fig. 7B).
Therefore, the antifibrosis and antioxidant effects of SFN ac-
ted via the Nrf2 pathway.

These results were further confirmed in Nrf2 knockout
mice. Indeed, as expected, 10lg/ml SFN inhibited collagen I
protein expression in wild-type mice lung fibroblasts and in-
duced concomitant HO-1 expression. These effects of SFN
were not observed in Nrf2 -/- mice (Fig. 8).

SFN did not prevent lung fibrosis in the murine

bleomycin model

To determine whether SFN treatment could protect mice
from bleomycin-induced fibrosis, 8-week-old mice received
an intratracheal instillation of either vehicule (NaCl) or bleo-
mycin on Day (D) 0 and were treated by either phosphate-
buffered saline (PBS) or SFN for 2 weeks. Lung histology from
SFN mice was similar to control mice (Fig. 9A, B), indicating
the lack of SFN toxicity in noninjuredmouse lungs. Thickened
alveoli and fibroblastic foci were observed in bleomycin-
treated mice (Fig. 9C, D). SFN treatment did not prevent lung
fibrosis after pulmonary bleomycin injury (Fig. 9D). Nrf2
immunostaining was detected in the bronchiolar epithelium

(Fig. 9E) and was slightly increased in SFN-treated mice
compared with control mice (Fig. 9F). Cytoplasmic Nrf2
staining was increased in the bronchiolar epithelium, alveolar
type II cells, and alveolar macrophages in bleomycin-treated
mice compared with control mice (Fig. 9G). Nrf2 im-
munostaining was slightly increased in bleomycin/SFN mice
compared with bleomycin-treated mice (Fig. 9H).

Discussion

We showed a decreased expression of nuclear Nrf2 and
EPII in human pulmonary fibroblasts from patients with IPF
and the key role of altered Nrf2 level in the fibroblast phe-
notype. Nrf2 inhibition with siRNA-induced myofibroblastic
differentiation was associated with increased oxidative stress.
Conversely, Nrf2 activation with Keap1 knockdown restored
the oxidant/antioxidant balance and reversed the myofibro-
blastic differentiation. SFN, a known activator of Nrf2, re-
versed the myofibroblastic differentiation of IPF fibroblasts
in vitro: decreased a-SMA and collagen I expression and de-
creased cell proliferation, migration and contraction abilities,
both under basal and profibrosis conditions. These alterations
were associated with restored Nrf2 expression and oxidant/
antioxidant balance in fibroblasts. Nrf2may play a central role
in fibroblast differentiation in IPF, with the activation by SFN
providing antifibrosis effects.

We highlighted increased oxidative stress in human IPF
fibroblasts, which confirms previous results showing in-
creased expression of NADPH oxidase in human pulmonary
fibroblasts from IPF patients (1, 17). Our study explored the
endogenous antioxidant side of this balance. Indeed, we ob-
served decreased EPII expression in IPF fibroblasts, concom-
itant with increased 4-HNE staining, a lipid peroxidation
product. Our results agree with the loss of HO-1 in the fi-
broblastic foci of the human IPF/UIP lung reported by Lakari
et al. (27). This oxidant/antioxidant imbalance in IPF pulmo-
nary fibroblasts was associated with decreased nuclear Nrf2
expression. Our results agree with the recent evidence of de-
creased total Nrf2 expression in fibroblastic foci in IPF lung
biopsies (31).

As recently described (1, 17), a profibrosis condition such as
with TGF-b stimulation induces myofibroblastic differentia-
tion of fibroblasts and increases oxidative stress. In our study,
TGF-b stimulation decreased the antioxidant defences of fi-
broblasts. Our results strongly suggest an association of
myofibroblastic differentiation and oxidant/antioxidant im-
balance, both involving TGF-b. The role of Nrf2 pathway in
the differentiation of human pulmonary fibroblasts into
myofibroblasts has never been studied. In control fibroblasts,
the specific inhibition of Nrf2 by siRNA induced myofibro-
blastic differentiation associated with increased oxidative
stress (increase of oxidant damage with increased 4-HNE
staining and defective antioxidant defences). Moreover, in IPF
fibroblasts, Nrf2 specific activation by Keap1 siRNA trans-
fection reversed the myofibroblastic differentiation associated
with restored antioxidant defences and decreased oxidant
damage. These results suggest a potential antifibrosis role of
Nrf2 in IPF in humans. In a murine model of bleomycin-
induced pulmonary fibrosis, Cho et al. showed increased
sensitivity to bleomycin and more severe inflammatory
lesions in Nrf2-knockout mice (8). In agreement with our re-
sults, Nrf2 was previously found to down-regulate collagen I

Table 1. Quantification of 4-Hydroxynonenal
Staining in Control and Idiopathic Pulmonary
Fibrosis Fibroblasts Under Basal Conditions

4-HNE

0 + + + + + +

Control 0 [0–0] 99 [93.5–100] 1 [0–6.5] 0 [0–0]
IPF 0 [0–0] 0 [0–0] 3.3 [0–8.5] 96.7 [91.5–100]a

ap< 0.05 IPF versus controls.
0, absent staining; + , moderate staining; + + , intense staining;

+ + + , very intense staining; results are presented as median [min-
max] percentage, 4-HNE, 4-hydroxynonenal; IPF, idiopathic pulmo-
nary fibrosis.
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FIG. 2. Effect of Nrf2 modulation by siRNA transfection on oxidative stress and fibroblast phenotype: Nrf2 knockdown in
control fibroblasts: (A) Immunocytochemistry of 4-HNE staining ( · 400 magnification, bar = 100lm). As compared with li-
pofectamine control (CTRL lipo) and scramble siRNA (siRNA CTRL), Nrf2 inhibition increased 4-HNE staining in control
fibroblasts (B). mRNA expression of NQO-1, EPHX, and HO-1. As compared with CTRL lipo and siRNA CTRL, Nrf2
inhibition decreased NQO-1, EPHX, and HO-1 mRNA expression. Nrf2 activation by Keap1 knockdown in IPF fibroblasts: (C).
Immunocytochemistry of 4-HNE staining (bar = 100lm). As compared with CTRL lipo and siRNA CTRL, Keap1 inhibition
decreased 4-HNE staining in IPF fibroblasts (D). mRNA expression of NQO-1, EPHX, and HO-1. As compared with CTRL
lipo and siRNA CTRL, NQO-1, EPHX, and HO-1 mRNA expression increased with Keap1 siRNA knockdown. Nrf2 knock-
down in control fibroblasts: (E). Phase-contrast microscopy (bar = 100 lm). Control fibroblasts transfected with siRNA Nrf2 were
characterized by a myofibroblastic phenotype that was star shaped, with an abundant cytoplasm as compared with thin and
spindle-shaped fibroblasts in non-transfected CTRL (arrows). (F) mRNA expression of a-SMA and collagen I. As compared
with CTRL lipo and siRNA CTRL, Nrf2 inhibition increased a-SMA and collagen I mRNA expression. Nrf2 activation by Keap1
knockdown in IPF fibroblasts: (G). Phase-contrast microscopy (bar = 100lm). IPF fibroblasts transfected with siRNA Keap1 were
characterized by a thin and spindle-shaped phenotype as compared with a myofibroblastic phenotype that was star shaped
and an abundant cytoplasm in non-transfected CTRL (arrows). (H). mRNA expression of a-SMA and collagen I. As compared
with CTRL lipo and siRNA CTRL, Keap1 inhibition decreased a-SMA and collagen I mRNA expression. Box-and-whisker
plot with median, interquartile range, and minimum and maximum values (*p< 0.05; controls: n= 3; IPF: n = 3). (To see this
illustration in color, the reader is referred to the web version of this article at www.liebertpub.com/ars.)

Table 2. Quantification of 4-Hydroxynonenal Staining in Control Fibroblasts Transfected
with Control and Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2 siRNA

4-HNE

0 + + + + + +

Control Lipofectamine 0 [0–0] 0 [0–0] 60.7 [26.3–100] 39.3 [0–73.7]
siCTRL 0 [0–0] 0 [0–0] 65.3 [36.4–94.6] 34.7 [5.4–63.6]
siNrf2 0 [0–0] 0 [0–0] 0 [0–16.7] 100 [83.3–100]a

ap < 0.05 Nrf2 siRNA versus lipofectamine control or control siRNA (siCTRL).
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mRNA level in mice (28). Beyond its clear role in inflamma-
tory respiratory diseases such as chronic obstructive pulmo-
nary disease in humans (6), Nrf2 has been found involved in
cellular differentiation, in cancer cell lines in vitro (37). Our
study highlights a new role of Nrf2 in myofibroblastic dif-
ferentiation of fibroblasts during IPF.

The activation of Nrf2 by SFN could decrease oxidative
stress damage in IPF and control fibroblasts as previously
reported (9, 14, 45). SFN induced EPII expression in cutaneous
human fibroblasts (10), Beas2B cells (29), and tubular epithe-
lial rat cells (40). In our study, SFN decreased oxidative stress,
increased EPII expression and nuclear Nrf2 not only in control

Table 3. Quantification of 4-Hydroxynonenal Staining in Idiopathic Pulmonary Fibrosis
Fibroblasts Transfected with Control and Keap1 siRNA

4-HNE

0 + + + + + +

IPF Lipofectamine 0 [0–0] 0 [0–0] 0 [0–10.5] 100 [89.5–100]
siCTRL 0 [0–0] 0 [0–0] 5.8 [0–27.8] 94,2 [72.2–100]
siKeap1 0 [0–0] 0 [0–0] 51.3 [4.5–71.1] 48,7 [28.9–95.5]a

ap< 0.05 Keap1 siRNA versus lipofectamine control or control siRNA (siCTRL).

FIG. 3. Effect of sulforaphane (SFN) on oxidative stress and Nrf2 expression in controls and IPF fibroblasts. (A).
Immunocytochemistry of 4-HNE staining with 24-h SFN (10 lM) stimulation (· 400 magnification, bar = 100lm). SFN de-
creased 4-HNE expression. (B). Increased mRNA expression of NQO-1, EPHX, and HO-1 with SFN stimulation (10lM) for 6,
24, or 48 h, respectively. (*p< 0.05, compared with the control condition (without SFN) at each time, in control and in IPF
fibroblasts, controls: n = 8, IPF: n = 8). (C). Confocal microscopy of nuclear Nrf2 expression with SFN stimulation for 6 h (· 630
magnification, bar= 50lm) Nrf2 in red (left column) and TO-PRO3, a nucleic acid marker, in blue. Co-expression is seen by
double staining and overlays (Merge column). Images are representative of all samples. Quantification evidenced increased
nuclear Nrf2 expression in controls and IPF fibroblasts treated with SFN (*p< 0.05 compared with controls; controls: n= 3, IPF:
n = 3). Box-and-whisker plot with median, interquartile range, and minimum and maximum values. (To see this illustration in
color, the reader is referred to the web version of this article at www.liebertpub.com/ars.)
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but also in IPF fibroblasts. SFN could also restore EPII ex-
pression and nuclear Nrf2 in IPF and control human pulmo-
nary fibroblasts even after a prestimulation with TGF-b.
Interestingly, the inhibition of P38 subunits by SFN (21) could
block the TGF-mediated Nrf2 degradation reported in alve-

olar epithelial cells (34). This suggests that SFN can induce
nuclear Nrf2 and decrease oxidative stress even in IPF pa-
tients and, thus, could lead to new therapeutic strategies.

The pharmacological activation of Nrf2 by SFNwas assessed
in themurine bleomycin fibrosis model. Unfortunately, SFN did

Table 4. Quantification of 4-Hydroxynonenal Staining in Control and Idiopathic Pulmonary Fibrosis
Fibroblasts Under Basal Conditions (CTRL) and After Stimulation with Sulforaphane

4-HNE

0 + + + + + +

Control CTRL 3.3 [0–12.3] 96.7 [87.7–100] 0 [0–0] 0 [0–0]
SFN 1.7 [0–6.4] 98.3 [93.6–100] 0 [0–0] 0 [0–0]

IPF CTRL 0 [0–0] 0 [0–0] 3.3 [0–8.5] 96.7 [91.5–100]
SFN 0 [0–0] 0 [0–0] 48.6 [29.2–71.4] 51.4 [28.6–70.8]a

ap < 0.05 versus CTRL.

FIG. 4. Effect of SFN to activate Nrf2 on fibroblast phenotype. (A). Phase-contrast microscopy of the effect of 24-h SFN
stimulation on fibroblast morphology (· 400 magnification, bar = 100 lm), and a-SMA and collagen I protein expression.
Controls and IPF fibroblasts treated with SFN were characterized by a thin and spindle shape as compared with a myofi-
broblastic phenotype with a star shape and an abundant cytoplasm in CTRL (arrows). Decreased a-SMA and collagen I
protein was observed in SFN-treated controls and IPF fibroblasts (*p < 0.05 compared with CTRL, controls: n= 8, IPF: n = 8).
(B). SFN decreased IPF fibroblasts contractility at days 7 and 14 and at day 14 in control fibroblasts (results are a percentage of
the initial collagen gel surface; *p< 0.05 compared with CTRL, controls: n= 5, IPF: n = 5). (C). SFN decreased fibroblast
proliferation at 48h (*p< 0.05, controls: n = 5, IPF: n = 5) and (D). SFN inhibited fibroblasts migration at 24 h (· 40 magnifi-
cation, microscopy with fluorescence, and automated count of cells which migrated through the Transwell membrane)
(*p < 0.05; Controls: n= 5, IPF: n= 5). Box-and-whisker plot with median, interquartile range, and minimum and maximum
values.
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not exhibit antifibrotic effect in vivo. Nrf2 was not expressed in
lung fibroblasts in this model in the basal condition. Moreover,
both SFN and bleomycin failed to modulate Nrf2 in lung fibro-
blasts. In thebleomycinmodel, themajor inflammatory response
and the oxidant nature of bleomycin contrast with the histolog-
ical features of human IPF (4, 23). The bleomycin model of lung
fibrosis is rather an acute lung injury with major oxidative and
inflammatory responses. This probably explains the increased
susceptibilityof theNrf2-/- mice tobleomycin (8). Inour study,
bleomycin increased Nrf2 expression in lung epithelial cells and
macrophages. The Nrf2 activator SFN probably represents a
small additive effect, compared with bleomycin alone. Finally,
this model associatedwithmajor oxidative stress did not fit well
to address the role of an Nrf2 inducer in lung fibrosis, especially
in myofibroblastic dedifferentiation in the absence of Nrf2 ex-
pression in mice compared with human lung fibroblasts.

The antifibrosis effect of SFN as anNrf2 activator on human
pulmonary fibroblasts of IPF patients has never been studied.
In our study, myofibroblast stimulation by SFN led to their
dedifferentiation into fibroblasts concomitant with antioxi-
dant defence restoration, even in pro-fibrosis conditions. The
effect of SFN on cell differentiation was reported in a rat
model of renal fibrosis (40). SFN inhibited the epithelial–
mesenchymal transition of renal tubular epithelial cells,
with decreased a-SMA expression (40). Antifibrosis proper-
ties have been reported with in vitro stimulation with N-
acetylcystein, another Nrf2 activator (42). However, unlike
SFN, N-acetylcystein has not been shown to inhibit fibroblast
migration. SFN acted specifically via Nrf2 in fibroblasts. In-
deed, SFN stimulation in fibroblasts after Nrf2 knockdown
did not induce myofibroblastic dedifferentiation. In addition,
we demonstrated that the effects of SFN onHO-1 and collagen

FIG. 5. Effect of SFN on EPII and nuclear Nrf2 expression in fibroblasts stimulated with transforming growth factor b
(TGF-b). (A). SFN increased mRNA expression of NQO-1, EPHX, and HO-1 in fibroblasts pretreated 24-h with TGF-b
(*p < 0.05, compared with the control condition (without SFN) at each time, in controls and in IPF fibroblasts, controls: n = 8,
IPF: n= 8). (B). Confocal microscopy of nuclear Nrf2 expression of fibroblasts pretreated 24-h with TGF-b, then with SFN for
6 h (· 630 magnification, bar= 50lm) Nrf2 in red (left column) and TO-PRO3, a nucleic acid marker, in blue. Co-expression is
seen by double staining and overlays (Merge column). Images are representative of all samples. Quantification evidenced
increased nuclear Nrf2 expression in controls and IPF fibroblasts treated with TGF-b/SFN (*p < 0.05 compared with TGF-b;
controls: n = 3, IPF: n= 3). Box-and-whisker plot with median, interquartile range, and minimum and maximum values. (To
see this illustration in color, the reader is referred to the web version of this article at www.liebertpub.com/ars.)
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I expression were mediated by Nrf2 in lung fibroblasts from
wild-type and Nrf2 knockout mice.

We report an antiproliferating effect of SFN in human
pulmonary fibroblasts, which could be associated with Nrf2
signals. Previous studies showed that SFN reduced the pro-
portion of Barett esophageal adenocarcinoma cells in the S
phase (36). SFN blocked the cell cycle in the G0 phase.
Moreover, N-acetylcystein inhibited mouse fibroblast prolif-
eration in vitro, not by inducing cell death but by cell cycle
arrest in the mid-G1 phase. N-acetylcystein prevented acti-
vation of the mitogen-activated protein kinase extracellular-
signal-regulated kinase1/2 and inhibited the expression of
cyclin D1 (39).

In conclusion, we demonstrated decreased Nrf2 expression
concomitant with oxidant/antioxidant imbalance and myo-
fibroblastic differentiation in human pulmonary fibroblasts
from IPF patients in vitro. Conversely, the induction of nuclear

Nrf2 restored the oxidant/antioxidant equilibrium and re-
versed the myofibroblastic differentiation. The pro-fibrosis
effect of TGF-b was related to decreased nuclear Nrf2 ex-
pression and counteracted by the antifibrosis effect of an Nrf2
activator, SFN. Our study identified Nrf2 as a novel potential
therapeutic target in IPF and confirmed the in vitro antifibrosis
effects of SFN.

Materials and Methods

Patients

This study was approved by the local ethics committee,
and stored biopsies were reported to our institutional board
(Delegation a la Recherche Clinique, Assistance Publique -
Hopitaux de Paris, Carre Historique - Hopital Saint-Louis, 1
avenue Claude Vellefaux, 75475 Paris Cedex 10, France/
Comite de Protection des Personnes, Ile de France 1, 1 Place

FIG. 6. Antifibrosis effects of SFN on fibroblast phenotype in fibroblasts stimulated with TGF-b or platelet-derived
growth factor BB (PDGF-BB). (A). Phase-contrast microscopy of effect of SFN on fibroblast morphology pretreated for 24 h
with TGF-b ( · 400 magnification, bar = 100lm), and a-SMA and collagen I protein expression. Control and IPF fibroblasts
treated with TGF-b/SFN were characterized by a thin and spindle shape as compared with myofibroblastic phenotypes with
a star shape and an abundant cytoplasm in TGF-b (arrows). Decreased a-SMA and collagen I protein was observed in TGF-b/
SFN-treated controls and IPF fibroblasts (*p< 0.05 compared with TGF-b, controls: n = 8, IPF: n = 8). (B). SFN decreased IPF
fibroblasts contractility at days 7 and 14 and at day 14 in control fibroblasts (results are a percentage of the initial collagen gel
surface; *p< 0.05 compared with TGF-b, controls: n = 5, IPF: n = 5). (C). SFN decreased fibroblast proliferation at 48 h com-
pared with TGF-b (*p< 0.05, controls: n= 5, IPF: n = 5) and (D). SFN inhibited PDGF-BB–induced migration of fibroblasts at
24 h ( · 40 magnification, microscopy with fluorescence, and automated count of cells that migrated through the Transwell
membrane) (*p< 0.05; controls: n = 5, IPF: n = 5). Box-and-whisker plot with median, interquartile range, and minimum and
maximum values.
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du ParvisNotre-Dame, 75181 Paris cedex 04, France, reference
0811760).

We obtained biopsies from eight patients with IPF ac-
cording to the American Thoracic Society definition (2), and
eight control patients without radiographic, spirometric or
histological features of fibrosis.

Control and IPF patients groups did not differ in age.

Cell culture

Processing of human lung samples and fibroblast isola-

tion. Human lung tissue fragments were either immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at - 80°C or used for

extraction of fibroblasts. Human lung fibroblasts were cul-
tured from lung explants until passage 4–6 as previously
described (1). In some experiments, cells were incubated with
recombinant human (rh) TGF-b1, PDGF-BB (R&D Systems)
(1), or SFN (10lM; Sigma Aldrich) (13).

Mouse lung fibroblasts. Mouse lung fibroblasts were
obtained as previously described (44). Male C57BL/6mice (8–
12week old) andNrf2 -/- micewere provided by the RIKEN
BRC according a MTA to Dr S. Kerdine-Römer (19).

Cell stimulation. Cells were stimulated with TGF-b or SFN
for 24h. For therapeutic experiments, fibroblasts were presti-
mulated with TGF- b for 24h, and then SFN for 6, 24, or 48h.

Cell migration assay. Cell motility was examined as pre-
viously described (1) with use of a modified Boyden chamber
(Transwell Costar) in response to 24-h stimulation with PDGF-
BB (10ng/ml), with or without SFN (10lM) or media alone
(with 1% fetal calf serum (FCS)). The chemotactic index was
determined as the ratio of cells moving in response to PDGF-BB
with or without SFN relative to cells moving in response to
medium alone (control). Nuclear cells were stained by 4¢,6-
Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI, 5mg/ml;
Invitrogen Corp.), and cells migrating through the Transwell
membrane were automatically counted.

3-D collagen gel culture. Fibroblast-seeded collagen lat-
tices were prepared by mixing collagen I extracted from rat
tail (BD Biosciences), with 10·Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Invitrogen) and 10NNaOH before adding

FIG. 7. Nrf2 mediated the antifibrosis effects of SFN. Control fibroblasts were transfected with Nrf2 siRNA and treated by
SFN. (A). NQO-1, EPHX, and HO-1 mRNA expression of control fibroblasts stimulated by SFN was inhibited in siRNA Nrf2
as compared with CTRL lipo and siRNA CTRL (B). a-SMA and collagen I mRNA expression of control fibroblasts stimulated
by SFN was not inhibited in siRNA Nrf2 as compared with CTRL lipo and siRNA CTRL. Box-and-whisker plot with median,
interquartile range, and minimum and maximum values (*all p< 0.05, n= 5).

FIG. 8. Effects of SFN on HO-1 and collagen I expression
in lung fibroblast of wild-type (WT) and Nrf22/2 mice.
SFN increased HO-1 and decreased collagen type I a1 and a2
(Coll I a1 and a2) expression in WT mouse lung fibroblast.
These effects were not observed in Nrf2 -/ - mouse lung
fibroblast (representative experiment out of 3 in WT and 3 in
Nrf2 -/- mouse lung fibroblast).
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1.5ml cell suspension to give a final concentration of 150 000
fibroblasts/ml lattice mixture. Fibroblasts in collagen gels
were stimulated with TGF-b or SFN for 0, 7, and 14 days (18).
At each time, the lattices were photographed, and rates of gel
contraction were calculated by determining the remaining
surface area by computer-based analysis and expressed as a
percentage of initial or control area.

Cell proliferation. Fibroblasts were seeded in six-well
plates (100, 000 cells/well) and stimulated in a complete
medium with 10% FCS with TGF-b or SFN for 24 h or TGF-b
for 24 h and then SFN for 48 h. Fibroblasts were trypsined,
centrifuged, and counted by an automatic cell counter (VI-cell
XR; Beckman).

siRNA transfection. Fibroblasts were transfected for 48 h
with 50 nM Nrf2 siRNA (NM_006164) or 100 nM Keap1 siR-
NA (L-012453-00, both Dharmacon SMARTpool siRNA re-
agents), or negative control (scramble) siRNA (D-0018010-10-
20, Dharmacon plus nontargeting pool) by the use of Lipo-
fectamine 2000 according to the manufacturer’s instructions
(5, 16).

Cellular toxicity. Cellular toxicity and viability were as-
sessed by trypan blue exclusion and lactate dehydrogenase
release (1).

Phase-contrast microscopy

Phase-contrast microscopy was used to evaluate the mor-
phological features of fibroblasts. Myofibroblastic phenotype
was characterized by star-shaped cells, with abundant cyto-

plasm and short projections. Fibroblastic phenotype was
characterized by thin and spindle-shaped cells with pro-
longed cytoplasmic projections.

GSH measurement

GSH/GSSG ratio was measured according to the manu-
facturer’s instructions (glutathione assay Euromedex; Arbor
Assay).

Western blot analysis

Proteins were extracted, and western blot analysis was
performed as previously described (16) with antibodies for
Nrf2 (Abcam), a-SMA (Sigma), and collagen I (South-
ernBiothec), with expression normalized to that of Glycer-
aldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Abcam).

Quantitative analysis of mRNA expression

The mRNA expression of HO-1, NQO-1, EPHX, a-SMA,
and collagen I a1 was quantified by a reverse transcriptase–
real-time polymerase chain reaction (7500 Software v2.0.1,
Applied Biosystem) as previously described with expression
normalized to that of ubiquitin-c (15).

Confocal laser scanning microscopy

Simple immunofluorescence labelling was performed to as-
sess the subcellular localisation of Nrf2 (Santa Cruz Bio-
technology) in fibroblasts as previously described (16). Nuclear
Nrf2 immunofluorescence was quantified by co-localisation
with TO-PRO3, a nucleic acid marker (Molecular Probes).

FIG. 9. SFN did not prevent lung fibrosis in the murine bleomycin model. Eight-week-old mice received one intratracheal
instillation of either NaCl or bleomycin on Day (D) 0 and were then treated from D0 to D14 by a subcutaneous injection of either
phosphate-buffered saline (PBS) or SFN 25mg/kg/day (n=12 per group). Lung sections were stained with hematoxylin and eosin
to assess lung morphology (A–D). Lung histology from SFN mice (NaCl/SFN) (B) was similar to that in control mice (NaCl/PBS)
(A). Bleomycin administration resulted in the development of extensive fibrosis areas in the lung on D14 after bleomycin treatment
(C). SFN did not prevent lung fibrosis after pulmonary bleomycin injury (D). Nrf2 immunohistochemical staining was performed
in control, SFN-treated, bleomycin-treated, and bleomycin/SFN-treated mice on D14 after bleomycin treatment (E–H). Cyto-
plasmic staining for Nrf2 was detected in the bronchiolar epithelium of control mice (E). Nrf2 staining was slightly increased in
SFN-treated mice (F). After bleomycin exposure, cytoplasmic Nrf2 staining was increased in bronchiolar epithelium, alveolar type
II cells, and alveolar macrophages (G). Cytoplasmic Nrf2 staining was slightly increased in bleomycin/SFN-treated mice compared
with bleomycin-treated mice (H). Photomicrographs are representative of at least four individual mice. Scale bar: 100lm. (To see
this illustration in color, the reader is referred to the web version of this article at www.liebertpub.com/ars.)
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4-HNE immunocytochemistry

Fibroblasts were grown in 8-well Lab-teks (25, 000 cells/
well in DMEM with 10% fetal calf serum; Lab-tek Chamber
Slide System, 177445 Permanox Slide, NUNC) and stimulated
or not with SFN for 24 h. 4-HNE fibroblast staining (Calbio-
chem) was used as an oxidative stress marker (16). Positive
cells were revealed by use of the Vectastain ABC-alkaline
phosphatase kit (Vector Laboratories) and the Liquid Per-
manent Red substrate-chromogen system (Dako). Positive
cells were evaluated by two independent observers examin-
ing 10 different high-power fields at · 400 magnification. Re-
sults were expressed as the number of positive cells per field
(16). The intensity of protein staining was graded from 0
(absent) to + + + (very intense staining). Complete agreement
in scoring was obtained between the two independent ob-
servers.

Bleomycin lung fibrosis

All experiments were performed with 8-week-old male
C57BL/6J mice ( Janvier) according to Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale guidelines that complied
with national and international regulations. On Day (D) 0,
mice received an intratracheal instillation of 0.06 unit of
bleomycin hydrochloride (Bleomycine Bellon; Aventis) or
vehicle (0.9% sterile saline), in a volume of 50 ll. The animals
were killed on Day 14 after instillation, and their lungs were
removed for further analysis. Saline-treatedmicewere used as
controls. PBS (20mM Tris$HCl, pH 7.6, 137mMNaCl) or SFN
(25mg/kg/day body weight) were administered by a sub-
cutaneous injection to saline-treated or bleomycin-treated
mice from D0 to D14 with a 2-day break (D5-D6 and D12-13)
twice. This resulted in 4 groups of 12 animals each: Control,
Bleomycin, SFN, Bleomycin/SFN.

Tissue preparation and immunostaining

Tissue harvesting was preceded by the administration of
anesthetic and then exsanguination by severing the inferior
vena cava. Mouse lungs were inflation fixed by gravity with
4% paraformaldehyde (PFA in PBS) at 25 cm hydrostatic
pressure for 1min. The lungs were immersed overnight in 4%
PFA at 4°C, washed in PBS followed by dehydration in a
series of ethanol solutions before paraffin embedding. Paraf-
fin sections were deparaffinized in xylene, followed by re-
hydration in ethanol washes. Peroxidase treatment in
methanol with 0.5% hydrogen peroxide was followed by
heat-assisted antigen retrieval in 0.01M sodium citrate buffer
(pH 6.0). Blocking was performed for 2 h at room temperature
using 2% horse serum followed by overnight incubation with
primary antibody anti-Nrf2 (1:100; Abcam) at 4°C. Rinsed
sections were incubated with biotinylated secondary anti-
bodies directed to primary antibody host IgGs (7.5 lg/ml;
Vector Laboratories), visualizedwith the Vectastain Elite ABC
kit (Vector Laboratories) using nickel-diaminobenzidine as a
substrate, enhancedwith Tris-cobalt, and counterstainedwith
0.1% nuclear-fast red.

Statistical analysis

Data were analysed by use of Statview software (Abacus
Concepts), and displayed as box-and-whiskers plot with
median, interquartile range, and minimum and maximum

values. Between-group differences were first assessed by a
nonparametric analysis of variance (Kruskal–Wallis test) and
then the Mann–Whitney U-test or the Wilcoxon paired test.
p< 0.05 were considered statistically significant.
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A limited number of biomarkers in the central and peripheral systems which are known

may be useful for diagnosing major depressive disorders and predicting the effectiveness

of antidepressant (AD) treatments. Since 60% of depressed patients do not respond

adequately to medication or are resistant to ADs, it is imperative to delineate more

accurate biomarkers. Recent clinical studies suggest that β-arrestin 1 levels in human

mononuclear leukocytes may be an efficient biomarker. If potential biomarkers such

as β-arrestin 1 could be assessed from a source such as peripheral blood cells, then

they could be easily monitored and used to predict therapeutic responses. However,

no previous studies have measured β-arrestin 1 levels in peripheral blood mononuclear

cells (PBMCs) in anxious/depressive rodents. This study aimed to develop a method to

detect β-arrestin protein levels through immunoblot analyses of mouse PBMCs isolated

from whole blood. In order to validate the approach, β-arrestin levels were then compared

in naïve, anxious/depressed mice, and anxious/depressed mice treated with a selective

serotonin reuptake inhibitor (fluoxetine, 18 mg/kg/day in the drinking water). The results

demonstrated that mouse whole blood collected by submandibular bleeding permitted

isolation of enough PBMCs to assess circulating proteins such as β-arrestin 1. β-Arrestin 1

levels were successfully measured in healthy human subject and naïve mouse PBMCs.

Interestingly, PBMCs from anxious/depressed mice showed significantly reduced β-

arrestin 1 levels. These decreased β-arrestin 1 expression levels were restored to normal

levels with chronic fluoxetine treatment. The results suggest that isolation of PBMCs from

mice by submandibular bleeding is a useful technique to screen putative biomarkers of the

pathophysiology of mood disorders and the response to ADs. In addition, these results

confirm that β-arrestin 1 is a potential biomarker for depression.

Keywords: peripheral blood mononuclear cells, β-arrestin 1, anxiety, depression, mouse models, fluoxetine,

biomarkers

INTRODUCTION

Elucidation of the neurobiological bases of depression and anx-

iety are significant challenges for today’s society. Mood dis-

orders impact 7% of the world’s population and rank among

the top 10 causes of disability (Kessler et al., 2005). Selective

serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) and serotonin and nora-

drenaline reuptake inhibitors (SNRIs) are the most commonly

prescribed antidepressant (AD) drugs for major depressive disor-

ders (MDD; Samuels et al., 2011). However, key questions about

the molecular and cellular mechanisms underlying the effects

of ADs remain unanswered. Approximately 60% of depression

patients do not respond adequately or are resistant to these drugs

(Samuels et al., 2011). Therefore, there are clear benefits of hav-

ing valid, reliable, selective, and feasible biomarkers for MDD.

Several studies have reported genome-wide expression changes

associated with AD responses in MDD (Iga et al., 2007a,b; Belzeaux

et al., 2010; Lakhan et al., 2010; Mamdani et al., 2011). However,

candidate biomarkers that can accurately predict AD responses

must be identified. While there are currently no specific mark-

ers that are considered “gold standards,” a few candidates have

emerged. Peripheral/serum brain-derived neurotrophic factor

(BDNF), insulin-like growth factor 1 (IGF-1), and cytokines may

serve as biomarkers of MDD and treatment response (for review,

see Schmidt et al., 2011).

Recently, a substantial body of evidence indicates that β-

arrestins (β-arrestin 1 and 2), proteins that regulate G protein

receptor coupling, play major roles in the pathophysiology of

mood disorders and in the mechanisms underlying AD actions

(Avissar et al., 2004; Schreiber and Avissar, 2004; Matuzany-Ruban

et al., 2005; Beaulieu et al., 2008; David et al., 2009; Schreiber
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et al., 2009; Golan et al., 2010). The β-arrestin-signaling cascade

has recently gained attention as a potential pre-clinical/clinical

bridging biomarker for depressive states and treatment effects.

In naïve rats, SSRI, SNRI, and non-selective reuptake inhibitor

ADs significantly elevate β-arrestin 1 levels in the cortex and

the hippocampus (Avissar et al., 2004; Beaulieu and Caron, 2008;

Beaulieu et al., 2008; David et al., 2009). Similarly, β-arrestin 1

expression is decreased in the hypothalamus and hippocampus in

anxious/depressed mice exposed to glucocorticoid elevation, and

is restored by chronic fluoxetine treatment (David et al., 2009).

Moreover, β-arrestin 1 and 2 signaling is involved in mediating the

response to fluoxetine and lithium (Beaulieu et al., 2008; David

et al., 2009).

Clinical data from Avissar et al. (2004) suggest that β-arrestin

1 mRNA and protein levels are highest in peripheral blood leuko-

cytes of MDD patients. Therefore, β-arrestin 1 may be a putative

candidate biochemical marker in clinical practice for depressive

pathophysiology and the response to ADs (for review, see Schreiber

et al., 2009). β-Arrestin mRNA levels and β-arrestin 1 protein lev-

els in mononuclear leukocytes of untreated patients with MDD

are lower than the levels found in healthy subjects. Furthermore,

reduced levels of β-arrestin 1 protein and mRNA are significantly

correlated with the severity of depressive symptoms (Avissar et al.,

2004; Schreiber et al., 2009). However, the low β-arrestin 1 protein

and mRNA levels are alleviated by AD treatment. Therefore, these

low levels can predict clinical improvement (Avissar et al., 2004;

Golan et al., 2010).

These clinical data suggest that assessment of β-arrestin 1 levels

may prove useful for diagnosing depression with high sensitiv-

ity and specificity (Golan et al., 2013). This hypothesis must first

be validated in animal models of anxiety–depression. Most of

the current understandings of mood disorders and AD activities

are based on studies performed on animal models of anxiety–

depression (Belzung and Lemoine, 2011). No animal studies have

investigated whether β-arrestin 1 protein levels in peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) area marker of the pathophysiology

of depression and the AD response. However, if PBMCs can be

successfully used to define biomarkers, they provide a system of

circulating cells that can be easily collected from patients and

monitored to predict therapeutic responses.

In this study, we developed a method to measure and assess cir-

culating proteins (such as β-arrestin 1 in PBMCs) that are collected

through submandibular bleeding from unanesthetized animals.

Furthermore, we examined whether changes in β-arrestin 1 levels

in mouse PBMCs were observed in a model of anxiety/depression

(David et al., 2009; Guilloux et al., 2011; Rainer et al., 2012b), and

whether these levels could be corrected by chronic treatment with

the SSRI fluoxetine.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

SUBJECTS

Adult male C57BL/6Ntac mice were purchased from Taconic

Farms (Lille Skensved, Denmark). All mice were 7–8 weeks old,

weighed 23–25 g at the beginning of the treatment and were main-

tained on a 12L:12D schedule (lights on at 0600 hours). The mice

were group-housed with each cage containing five animals. Food

and water were provided ad libitum. All testing were conducted

in compliance with the laboratory animal care guidelines and

with protocols approved by the Institutional Animal Care and

Use Committee (Council directive # 87-848, October 19, 1987,

Ministère de l’Agriculture et de la Forêt, Service Vétérinaire de la

Santé et de la Protection Animale, permissions # 92-256B to Denis

J. David).

DRUGS

Corticosterone (4-pregnen-11b-DIOL-3 20-DIONE 21-hemi-

succinate from Sigma (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,

France) was dissolved in 0.45% hydroxypropyl-β-cyclodextrin

(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Fluoxetine

hydrochloride (18 mg/kg/day in the drinking water) was purchased

from Anawa Trading (Zurich, Switzerland).

ISOLATION OF HUMAN AND MOUSE PERIPHERAL BLOOD

MONONUCLEAR CELLS

Collection of human blood and isolation of peripheral blood

mononuclear cells

Peripheral blood mononuclear cells were purified from 7.5 ml

of human whole circulating blood obtained from Etablissement

Français du Sang (Ivry-Sur-Seine, France) through density cen-

trifugation (850 g at 20◦C for 20 min) using a Ficoll gradient

(PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austria; Figure 1A). This cen-

trifugation separated lymphocytes, monocytes, and plasma. The

PBMC layers were carefully removed from the tube and transferred

to a new 50 ml conical tube. The PBMCs were then washed twice

(1 min each) with 1× phosphate-buffered saline (PBS)/fetal calf

serum (FCS, 2%). After centrifugations (150 g at 20◦C for 7 min),

the cells were resuspended in the appropriate volume of 1× PBS.

The human PBMCs were then recovered with a final centrifugation

(1,000 g at 4◦C for 5 min) and were stored at −80◦C.

Collection of mouse blood and isolation of peripheral blood

mononuclear cells

Blood was collected from unanesthetized mice as previously

described (Golde et al., 2005; Joslin, 2009). In compliance with

the laboratory animal care guidelines, approximately 0.4 ml of

blood per mouse was collected in K3EDTA tubes with a sub-

mandibular bleeding procedure. Five millimeters point size sterile

lancets (MediPoint, Mineola, NY, USA; Figure 1B) were used

to puncture the location where the orbital vein and the sub-

mandibular vein join to form the jugular vein (Joslin, 2009). A

light pressure with dry gauze was applied to the punctured area

for hemostasis. Separation and extraction of PBMCs were per-

formed using an iodixanol mixer technique (Ford and Rickwood,

1990). Mouse PBMCs were purified from whole blood by den-

sity centrifugation (300 g at 20◦C for 30 min) using solution B

(see Table 1 for preparation) of the OptiPrepTM gradient solution

(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Specifically, the

OptiPrepTM gradient solution was used to separate blood into

PBMC and plasma layers with centrifugation. The PBMC lay-

ers were then carefully removed from the tube and transferred to

a new 50 ml conical tube. The PBMCs were then washed twice

with solution B (1 min each). After another centrifugation (150 g

at 20◦C for 7 min) and two washing steps (1 min each), mouse
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FIGURE 1 | Experimental protocol for isolating human and mouse

peripheral blood mononuclear cells from whole blood. (A) Cartoon

representing the different steps for isolating human PBMC from whole

circulating blood (for full details of the method, see Blood collection and

Peripheral blood mononuclear cells Isolation in human from the Section

“Experimental Procedures”). Some elements of this figure were produced

using Servier Medical Art image bank (www.servier.com). (B) Cartoon

representing the different steps for isolating mouse PBMC from whole

circulating blood (for full details of the method, see Blood collection and

Peripheral blood mononuclear cells Isolation in mouse from the Section

“Experimental Procedures”). Some elements of this figure were produced

using Servier Medical Art image bank (www.servier.com).
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Table 1 | Solution used to prepare peripheral blood mononuclear cells from mouse whole blood.

OptiPrepTM density

gradient medium

Tricine-buffered saline (TBS) Solution B

Solutions D1556-250ML

(Sigma-Aldrich, France)

0.85% NaCl, 10 mM; Tricine-NaOH, pH 7.4

(Tricine as 100 mM stock solution at 4◦C;

1.79 g/100 ml water )

Dissolve 0.85 g NaCl in 50 ml water; add 10 ml of

Tricine stock; adjust to pH 7.4 with 1 M NaOH and

make up to 100 ml

PBMCs were recovered with a final centrifugation (1,000 g at 4◦C

for 5 min) and were stored at −80◦C.

β-ARRESTIN 1 LEVELS IN HUMAN AND MOUSE PERIPHERAL BLOOD

MONONUCLEAR CELLS

Protein extraction from peripheral blood mononuclear cells and

immunoblots

Peripheral blood mononuclear cells were thawed and homoge-

nized with cell lysis buffer containing [20 mM Tris pH 7.4, 137 mM

NaCl, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) pH 7.4,

1% Triton X-100, 25 mM β-glycerophosphate, 1 mM phenyl-

methylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 µg/ml aprotinin, 10 µg/ml

leupeptin, and 10 µg/ml pepstatin and 100 mM orthovanadate],

were incubated on ice for 20 min, were then subjected to cen-

trifugation at 21,130 g at 4◦C for 20 min. Protein concentrations

were quantified using a BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotech-

nology).

β-Arrestin 1 level measurements with immunoblot analyses

Equal amounts of proteins were separated by 10% sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and trans-

ferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Amer-

sham Biosciences, Les Ulis, France). The membranes were then

incubated overnight with a primary mouse monoclonal anti-β-

arrestin 1 antibody (#610551, BD Biosciences Pharmingen, France;

1:100). In order to ensure that equal amounts of total protein

(30 µg) were loaded in each lane, β-actin protein levels were also

assessed [β-actin (C4) horseradish peroxidase (HRP), Santa Cruz

Biotechnology, Germany, 1:10,000]. Immune complexes were

detected using appropriate peroxide-conjugated secondary anti-

bodies and a chemiluminescent reagent kit (Pierce Biotechnology).

Immunoblot quantifications were performed by densitometric

scanning with Image Lab Software (Bio-Rad). Signals were in the

linear range. The densitometry values were normalized against the

β-actin values (Figures 2 and 3).

CORTICOSTERONE MODEL AND TREATMENT

The dose and duration of corticosterone treatment (CORT

model) were selected based on previous studies (David et al.,

2009; Guilloux et al., 2011; Hache et al., 2012; Rainer et al.,

2012a,b). Exposure to chronic corticosterone results in a phe-

notype that is similar to a chronic stress phenotype, including

a deterioration of the coat state and anxiety/depression-related

behaviors. At the end, a higher emotionality score is observed

(Guilloux et al., 2011). Corticosterone (35 µg/ml/day, equiva-

lent to about 5 mg/kg/day) or vehicle (0.45% β-cyclodextrin,

β-CD) were available to mice ad libitum in the drinking water in

FIGURE 2 | β-Arrestin 1 is measurable in both human and mouse

peripheral blood mononuclear cells obtained from a low collection

volume of fresh blood. Representative western blot of β-arrestin 1 levels

in PBMCs isolated either from CD14− human cells, human or naïve mouse

whole blood. In each blot, 30 µg of total protein were run. β-Actin was used

as a control.

opaque bottles. Corticosterone-treated water was changed every

3 days to prevent degradation. Group-housed mice were also

treated with the SSRI fluoxetine (18 mg/kg/day) for the last

4 weeks of the experiment (see the experimental protocol on

Figure 3A).

STATISTICAL ANALYSIS

β-Arrestin 1 levels were quantified and then expressed with a scat-

terplot or as mean ± SEM normalized to vehicle levels. Data were

analyzed using Prism 6.0 software (GraphPad, La Jolla, USA).

One-way ANOVAs were used to evaluate data when appropriate.

Significant main effects were further analyzed by Fisher’s post hoc

test. Statistical significance was set at p < 0.05.

RESULTS

β-ARRESTIN 1 IS DETECTED IN HUMAN AND MOUSE PBMC

We first collected blood in order to assess whether β-arrestin 1

could be detected. Single-use lancets were used for submandibu-

lar bleeding and permitted drawing of ∼0.4 ml of blood without

the use of anesthesia (Golde et al., 2005). The mouse PBMCs

were lysed and subjected to immunoblotting. A ∼55 kDa band

that corresponded to the molecular weight of β-arrestin 1 protein

was detected with a monoclonal antibody against mouse anti-β-

arrestin 1 that is known to detect human β-arrestin 1 (Avissar et al.,

2004; Matuzany-Ruban et al., 2005; Golan et al., 2013; Figure 2).

Therefore, this method of PBMC isolation from fresh mouse
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FIGURE 3 | Chronic fluoxetine treatment (18 mg/kg/day for 28

days) restored β-arrestin 1 levels in the peripheral blood mononuclear

cells from anxio/depressive mice treated with chronic corticosterone

treatment. (A) Experimental timeline used to measure β-arrestin 1 levels in

peripheral blood mononuclear cells from naïve or anxio-depressive mouse

submandibular bleeding chronically treated or not with fluoxetine during 28

days (18 mg/kg/day in the drinking water). (B) Representative western blot

of β-arrestin 1 levels in peripheral blood mononuclear cells isolated from

naïve (vehicle/vehicle, V/V), corticosterone (35 µg/ml/day; corticosterone/

vehicle, C/V) or corticosterone/fluoxetine (18 mg/kg/day; corticosterone/

fluoxetine, C/F) mouse whole blood. In each blot, 30 µg of protein

from mouse PBMC were run. The densitometry values for each band

allowed the calculation of a ratio: optical density for β-arrestin 1/optical

density β-actin value. (C,D) Scatterplot of the individual effects (C) or bar

charts of mean ± SEM of the effects (D) of a chronic administration (28

days) treatment with fluoxetine on β-arrestin 1 levels in the peripheral blood

mononuclear cells from mice treated with chronic corticosterone in com-

parison to untreated animals. Data are expressed in percentage normalized

to vehicle/vehicle expression; n = 9–10). *p < 0.05, versus control vehicle/

vehicle group.
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blood successfully permitted measurements of β-arrestin 1 lev-

els. This method can potentially be used to investigate levels of

other proteins as well. Lysates of human total PBMCs and CD14

negative PBMC fraction cells (CD14−) were used as positive con-

trols. In addition, we were also able to detect β-arrestin 1 in human

PBMCs isolated from low fresh circulating blood volume (7.5 ml)

of healthy adult donors obtained from Etablissement Français du

Sang (Figure 2). To our knowledge, this is the first study to detect

β-arrestin 1 in this fashion.

Next, we decided to quantify β-arrestin 1 levels in PBMCs iso-

lated from C57BL/6Ntac mice exposed to chronic corticosterone

(David et al., 2009; Rainer et al., 2012b) that was given either

alone or in combination with the SSRI fluoxetine (18 mg/kg/day;

Figure 3A).

CHRONIC FLUOXETINE TREATMENT NORMALIZES β-ARRESTIN 1

EXPRESSION IN PBMC ISOLATED FROM ANXIOUS/DEPRESSIVE-LIKE

MICE

In mouse PBMCs isolated from blood of mice treated chronically

with corticosterone (35 µg/ml/day), we found that β-arrestin 1 lev-

els were significantly lower (−41%; 59% of expression compared

to 100% in the control group) than the levels in naïve animals

[one-way ANOVA, F(2,25) = 3.81; *p < 0.05; Figures 3C,D].

Interestingly, a 4-week treatment with the SSRI fluoxetine nor-

malized these β-arrestin 1 expression levels so that they were not

significantly different than the levels observed in naïve animals

(Figures 3C,D).

DISCUSSION

We developed a new method to assess circulating proteins such

as β-arrestin 1 through immunoblot analyses of mouse PBMCs

isolated from whole blood. We showed significantly reduced β-

arrestin 1 levels in PBMCs from anxious/depressed mice. These

decreased β-arrestin 1 expression levels were restored to normal

levels with chronic fluoxetine treatment.

PBMCs WERE ISOLATED FROM UNANESTHETIZED MICE

A recent review from Duman’s group highlighted the need to

develop a biomarker panel for depression. This biomarker panel

should profile diverse peripheral factors that together will provide

a biological signature of MDD subtypes and predict treatment

response (Schmidt et al., 2011). Assessing peripheral protein levels

in PBMCs is an attractive method because PBMCs are circulating

cells that can be easily collected and monitored. Previous stud-

ies demonstrated that PBMCs can be isolated from mouse blood

to assess immunological responses (Fuss et al., 2009). However,

to our knowledge this is the first study to collect PBMCs from

circulating blood of unanesthetized animals. Single-use lancets

were used for submandibular bleeding. This method permit-

ted PBMCs to be collected from peripheral blood circulation

in living and unanesthetized mice. Thus, submandibular bleed-

ing is a useful method to screen putative biomarkers of the

pathophysiology of mood disorders and the response to ADs.

This technique can be easily performed multiple times in the

same animals and can be used with other rodent species such

as rats.

β-ARRESTIN 1 PROTEIN LEVELS CAN BE MEASURED IN MOUSE AND

HUMAN PBMCs

We measured β-arrestin 1 protein levels to determine whether

mouse PBMCs are useful biological materials to screen biomark-

ers for MDD pathophysiology and the AD response. Over the last

decade, several G protein receptor-related genes such as β-arrestins

were found to be involved in the pathophysiology of mood disor-

ders (Schreiber and Avissar, 2004; Beaulieu et al., 2008; David et al.,

2009). Numerous data from clinical studies support the impor-

tance of measuring β-arrestin 1 levels as a peripheral biomarker

of the pathophysiology of mood disorders and predicting the AD

response (Avissar et al., 2004; Schreiber et al., 2009; Golan et al.,

2013). However, no previous study demonstrated ex vivo measure-

ments of β-arrestin 1 levels in leukocytes isolated from whole blood

to compare levels between naïve and anxious/depressed rodents. In

addition, this is the first study to assess β-arrestin 1 by immunoblot

in human and in mouse leukocytes simultaneously by using the

same monoclonal antibody.

In the human experiments, we were able to recover PBMCs

from 7.5 ml of whole circulating blood from healthy volun-

teers. Previous studies showed that larger amounts of blood were

needed for the detection of β-arrestin 1 in human leucocytes (Avis-

sar et al., 2004; Matuzany-Ruban et al., 2005; Golan et al., 2013).

Here, 7.5 ml was sufficient to acquire 30 µg of PBMC lysate for

immunoblotting (Figure 2).

Avissar et al. (2004) demonstrated that β-arrestin 1 levels were

elevated by chronic ADs in rat cortex and hippocampus. How-

ever, by contrast with their human study, they did not provide

data showing that β-arrestin 1 levels in rat PBMCs are affected

by chronic AD treatment (Avissar et al., 2004). Therefore, we also

compared β-arrestin 1 levels in PBMCs of anxious/depressed mice

before and after chronic AD treatment (Figure 3).

β-ARRESTIN 1 IS A PREDICTIVE MARKER OF THE PATHOPHYSIOLOGY

OF DEPRESSION AND THE ANTIDEPRESSANT RESPONSE

To induce an anxious/depression-related phenotype, we utilized

a chronic corticosterone treatment that results in hallmark char-

acteristics of anxiety and depression (for review, see David et al.,

2009; Mendez-David et al., 2013). In order to delineate a panel of

biomarkers of the pathophysiology and the treatment of depres-

sion, it is first essential to screen putative candidates in a model of

anxiety/depression. β-Arrestin 1 protein levels in leukocytes were

reduced when mice were exposed to chronic corticosterone. As

found in previous human studies (Matuzany-Ruban et al., 2005;

Golan et al., 2013), these reduced β-arrestin 1 levels were alleviated

by AD treatment.

LIMITATIONS OF THE STUDY

Measuring protein levels in mouse PBMCs at several time points is

a powerful technique that can be used to reveal potential biomark-

ers for the pathophysiology of depression and the AD response.

However, this study has some limitations that must be consid-

ered when interpreting the current findings. For example, it is

important to distinguish diagnostic biomarkers from treatment

biomarkers (Schmidt et al., 2011). This study does not address

this difference. Further studies are required to assess whether

β-arrestin 1 is a reasonable biomarker for diagnostic and/or drug

Frontiers in Pharmacology | Neuropharmacology September 2013 | Volume 4 | Article 124 | 6
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treatments. A study that compares peripheral levels of β-arrestin

1 in stressed animals before and after AD treatment could defini-

tively address this question. It also may be interesting to study

whether there is a correlation between β-arrestin 1 levels and

the severity of the anxio/depressive state (Guilloux et al., 2011).

Moreover, disease conditions are most often signified by the dys-

regulation of complex biological pathways involving multiple key

factors (Dudley and Butte, 2009). Thus, it is unlikely that β-arrestin

1 alone will be a sufficient diagnostic and treatment biomarker.

However, mouse PBMCs might provide useful material to screen

a panel of biomarkers and to provide biological signatures of

MDD and AD treatments. Finally, in our study, β-arrestin 1 levels

were measured using western blots, which is a semi-quantitative

method of evaluating protein levels. The development of an

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to assess β-arrestin

1 levels would provide a more quantitative method.

CONCLUSION

In this study, we demonstrated that PBMCs isolated from a small

volume of whole blood in unanesthetized mice using a sub-

mandibular bleeding method may provide a useful biological tool

to assess circulating proteins. This method will permit future

studies to screen potential biomarkers for the pathophysiology

of depression and AD responses. We also confirmed that measure-

ments of β-arrestin 1 levels in PBMCs may serve as a biochemical

marker of depression in humans (Avissar et al., 2004). Overall,

we developed a powerful tool for translational studies that can

easily be used to assess proteins measurements and to provide a

biological signature of treatment response. Identification of a bio-

logical signature could predict the effectiveness of ADs (Fuss et al.,

2009).
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Abstract 

Contact sensitizers are low molecular weight compounds, which can prompt dendritic 

cells in the skin to subsequently activate naïve T-cells in draining lymph nodes. Often 

these compounds are electrophilic and activate the Keap1/Nrf2 pathway. In this study 

we applied a proteomic approach using bone marrow derived dendritic cells (BMDC) 

of wildtype and Nrf2 knockout mice to further elucidate the underlying molecular 

mechanisms of skin sensitization and get insights into the role of Nrf2. We identified 

putative biomarkers for skin sensitizers and dendritic cell activation by allergens that 

can possibly be used for developing alternative testing methods in vitro. 

We included the contact sensitizers cinnamaldehyde (CA), 2,4-dinitrochlorobenzene 

(DNCB) and nickel(II) sulphate and the irritant Sodium dodecyl sulphate (SDS) was 

used as a control treatment. Dimethyl sulfoxide (DMSO) served as vehicle control. 

Analysis was performed with 2D polyacrylamid gel electrophoresis (2D-PAGE) in 

combination with ESI-MS/MS. 

While treatment with nickel(II) sulfate and SDS had only low effects, CA and DNCB 

led to significant changes in protein expression. We found 18 and 30 spots 

upregulated with 50 and 100 µM CA, respectively. For 5 and 10 µM DNCB, 32 and 

37 spots were upregulated, respectively. A subset of these proteins was not 

differentially expressed in Nrf2 -/- BMDCs, indicating an Nrf2-dependent regulation. 

Among them we identified proteins involved in oxidative stress response, signal 

transduction pathways, basic cellular pathways and heat shock response. Some of 

them were not yet described in an Nrf2 context. These potential biomarkers, will have 

to be studied in more detail. 
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Introduction 

Allergic contact dermatitis (ACD) is a widespread skin disease not only under 

occupational settings. In case of chronification it can cause severe and long-lasting 

health problems. Therefore, ACD represents a major reason for occupational 

disability. Although it is possible to treat the eczema during ACD – mostly with topical 

glucocorticosteroids – the best strategy is to avoid the contact with skin sensitizers. 

Therefore, reliable test strategies are needed. From 2013 on the European Union 

prohibits any animal testing of cosmetic ingredients for contact allergy potential (7th 

amendment to the EU Cosmetics Directive). Until now, there is no validated 

alternative method to replace the actual gold standard in animal testing, the Local 

Lymph Node Assay (LLNA).  

Contact allergens may occur in a wide range of products. Today more than 3000 

allergens are known. Especially preservatives, hair dyes or fragrances are important 

and frequent contact allergens. ACD is caused by type IV delayed-type 

hypersensitivity reactions and develops in two phases: sensitization and elicitation 

phase. The essential prerequisite for sensitization is activation of the innate immune 

system. Chemical sensitizers are low molecular weight xenobiotics (< 500 Dalton). 

Most of them are hydrophobic and may thus penetrate the water impermeable 

stratum corneum barrier. Furthermore they are electrophilic and can modify proteins 

in the skin. Contact allergens bind cellular proteins in a process called haptenization, 

mostly covalently or sometimes (e.g. in the case of metals like nickel) also in a 

coordinative way. This process mimics the occurance of pathogen/damage 

associated molecular patterns (PAMPs/DAMPs) and finally leads to the activation of 

innate immune mechanisms involving activation of Toll-like receptors and the 

inflammasome in several cell types in the skin. Keratinocytes encountering 

sensitizers secrete pro-inflammatory cytokines like Il-1β, IL18 or TNFα. Subsequently 

dendritic cells (DC) in the skin become attracted by the inflammatory milieu. DC 

represent the key player in the sensitization process. They internalize haptenated 

molecules, process them and present the modified peptides as possible antigens on 

the cell surface via major histocompatibility complex II (MHC II). After migration to the 

local lymph nodes they help to select naïve T lymphocytes. Primed T cells proliferate 

and migrate into the skin. In case of further exposure to the contact allergen the 

excretion of inflammatory cytokines leads to appearance of contact eczema 

(elicitation). Once the immune system has set up memory T cells, any following 
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exposure to the corresponding allergen will to lead to immediate inflammatory 

response in the skin, the so called efferent phase. 

The Keap1/Nrf2 signalling pathway is one of the most important cytoprotective 

pathways answering cellular stress and is induced by many different types of 

chemicals (e.g. oxidative or electrophilic stress, heavy metals) and stressors (e.g. 

radiation). Typically the transcription factor Nrf2 is bound to Keap1 in the cytoplasm 

mediating ubiquitinylation and rapid degradation of Nrf2. Upon oxidative stress thiol 

moieties of Keap1 may become oxidized. The subsequent conformational change of 

Keap1 releases Nrf2 to the nucleus, allowing for transcription of target genes, which 

contain antioxidant response elements (ARE) in their promotor region. Typical Nrf2 

target genes are for instance antioxidants or phase II metabolizing enzymes (Nguyen 

et al., 2009), which enable the cells to cope with oxidative, electrophilic or other types 

of chemical stress.  

Sensitizers often induce oxidative stress and due to their electrophilic properties 

mostly they induce the Keap1/Nrf2 pathway For example, Ni(II) activates cytokine 

secretion from monocytic cells in an Nrf2-dependent manner (Lewis et al., 2006). 

Application of a sensitizer subset to DCs and the monocytic cell line THP-1 induced 

typical Nrf2 target genes like NQO1 or HMOX1, the latter may also be induced via 

other transcription factors than Nrf2 (Ade et al., 2008). The Keap1/Nrf2 pathway was 

proposed as a marker toxicity pathway indicating cysteine-reactive sensitizers 

(Natsch, 2009). In two in vitro assays, KeratinoSensTM or LuSensTM, activation of Nrf2 

via an ARE-luciferase reporter gene construct is used for prediction of contact 

allergens (Emter et al., 2010, xxx).  

Natsch and Emter have tested in total more than 200 allergens. Therefore it is well 

known that most sensitizers are able to induce the Keap1/ Nrf2 pathway. Still it 

remains unclear how the activation of Nrf2 is connected to the development of ACD. 

Nrf2 activation may be a cellular defence mechanism of the cells to cope with those 

electrophilic chemicals. As well Nrf2 activation may also play a functional role in DC 

activation, which is supported by recent data obtained in Nrf2 (-/-) mice. 

Application of the LLNA and the Mouse Ear Swelling Test (MEST) to Nrf2 knockout 

mice showed an enhanced reactivity to cysteine reactive sensitizers indicating a 

major role of Nrf2 in sensitization (El Ali et al., 2013). In Nrf2 (-/-) ultrafine particles 

have an augmented adjuvant effects (Li et al. 2013) such that Nrf2 deficiency in DC 

promotes a constitutive immune-polarizing cytokine milieu.  
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Our goal was first to further analyze changes that occur during maturation of DC by 

contact allergens in order to identify possible biomarkers for contact allergens. 

Secondly by including Nrf2 knockout animals in our study we aimed to further 

elucidate the role of Nrf2 during ACD. Thus, we have chosen an proteomic approach 

using BMDC of wildtype and Nrf2 knock out mice and treated them in vitro with 

several contact allergens. We included 2 concentration of the contact sensitizers 

cinnamaldehyde (CA), 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) and nickel(II) sulphate and 

one concentration of the irritant Sodium dodecyl sulphate (SDS), which served as a 

control. The vehicle Dimethyl sulfoxide (DMSO) served as another control. Analysis 

was performed with 2D polyacrylamid gel electrophoresis (2D-PAGE) in combination 

with ESI-MS/MS. 

Due to the complexity of sensitization it is reasonable to assume that not a single 

assay will be able to replace the LLNA but a comprehensive and integrated testing 

strategy is needed to reflect the complex processes leading to sensitization. In that 

sense our approach is suitable as it allows for a quite comprehensive search for 

biomarkers for activation of the immune system by contact allergens.  

 

Materials and methods 

Cell culture, treatment and sample preparation: 

CD34 monocyte progenitor cells were attained from either wild type mice (stem: C57BL/6, 

Nrf2 +/+) or Nrf2 knockout mice (stem: C57BL/6, Nrf2 -/-) as described in REF. The cells 

were differentiated in vitro in xxx medium containing xxx GM-CSF over 10 days into bone 

marrow derived dendritic cells (BMDC). Purity and pre-activition was checked by FACS 

analysis of CD11 and CD86 expression, respectively. Differentiation into BMDC was 

analyzed by ? BMDCs were treated with cinnamaldehyde (CIN, 50µM, 100µM), 2,4-

dinitrochlorobenzene (DNCB, 5µM, 10µM), nickel sulphate (Ni 250µM, 400µM) and sodium 

dodecyl sulphate (SDS 100µM). Controls were incubated pure culture medium and 

approbiate amounts DMSO (corresponding to the amounts used for the sensitizer 

application), respectively. Cells were incubated for 8h at 37°C, 5% CO2. 

Cells were harvested (300xg, 5min, RT) and washed with PBS twice. Cell pellets were 

resuspended in 2D-PAGE lysis buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, pharmalytes pH3-

10 2%, Destreak Reagent 1,2%, Spermin 0,7%, protease inhibitor 1%). Cell lysates were 

centrifuged (40.000rpm, 1h) and supernatants applied to isoelectric focusing. 
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2D-PAGE: 

Isoelectric focusing was performed on 3-10NL IPG strips (24cm) with Ettan IPGPhor3 

Isoelectric Focusing System (GE Healthcare Lifesciences, Little Chalfont). 

Second dimension polyacrylamide gels were casted manually (12,5% T, 2,6% C). 

Electrophoresis was performed with Ettan DALTtwelve System second-dimension gel 

electrophoresis system (GE Healthcare Lifesciences, Little Chalfont). 

 

Staining and image acquisition: 

Gels were stained with Ruthenium II tris (bathophenanthroline disulfonate) and scanned with 

Typhoon FLA 9500 imager (GE Healthcare Lifesciences, Little Chalfont) using an LPG 

Channel 1 filter (excitation: 473nm, detection: 610nm). Gel images were analyzed with 

imaging software Delta2D (Decodon GmbH, Greifswald). For each treatment 3 replicate gels 

were run (biological replicates). Differentially expressed proteins (>1.5x regulated for up 

regulated and <0.5 for down regulation, p< 0.05) were selected for mass spectrometry 

identification. 

 

Mass spectrometry and data analysis: 

Proteins were in gel digested with trypsin (Promega, Fitchburg WI). Mass spectra were 

obtained by ESI-MS/MS using an Orbitrap system (Thermo Scientific, Waltham MA). 

Database analysis was performed using Mascot Daemon and Swissprot database 

(significant Mascot score and a minimum of 2 unique peptides). Describe parameters used 

for searching 
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Results 

Treatment with a moderate Sensitizer: Cinnamaldehyde (CA) 

To understand molecular proteomic changes occurring after treatment with a 

moderate sensitizer, BMBC’s were treated with a either 50 or 100 mM  CA for 8h. 

Proteomic changes were evaluated via 2D gel analysis in triplicates. Protein spots 

were considered to be differentially regulated if they changed statistically significant 

(p < 0.05) at least 1.5 fold (up regulation) or 0.5 fold (down regulation) compared to 

vehicle, i.e. DMSO, treated cells. 

We found 18 spots up regulated for treatment with 50 mM, 30 spots for treatment with 

100 mM CA (Figure 1, Supplemental Figure 1). From those 12 spots changed for both 

concentrations (Figure 2). Some spots were unique for each treatment with 50 mM (3 

spots) and with 100 mM (12 spots). 

 

Figure 1: 2D Gel displaying up regulated protein spots, which increased at least 1.5 fold in 
BMDC cells after treatment with 100 mM CA (n=3, p< 0.05)- refer to SI Figure 1 for data on 
50 mM CA. In total 30 protein spots were statistically significant increased. 
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Figure 2: Venn Diagramm showing overlaps for the number of up regulated protein spots for 
50,100 mM CA and 5, 10 mM DNCB. Each analysis was performed in triplicates and spots 
were considered significant if they changed at least 1.5 fold with p <0.05. 

 

Up regulated spots were identified with mass spectrometry (see Table 1 in 

Supplementary Information). Among the up regulated proteins we found proteins 

related to oxidative stress, cytoprotection and phase II enzymes (e.g. Glutamate-

Cysteine-Ligase reg SU, hemoxygenase). In addition we identified chaperones and 

proteins related to protein folding (e.g. HSP90, HSP84, HSP70, HSP70 homologue 

or protein disulfid isomerase). Furthermore we found different enzymes up regulated, 

in particular many glycolytic enzymes such as pyruvate kinase, GAPDH, Fructose-

bisphosphate aldolase or enolase. A set of 14-3-3 proteins was also induced, in 

particular 14-3-3 epsilon, gamma, zeta/ delta and eta. Proteasomal compoments and 

proteins involved in regulation of protein degradation (i.e. ubiquitin carboxyl-terminal 

hydrolase) were upregulated among others, which will not be further discussed in 

detail here (e.g. hN RNP’s, histones). 

We also specifically looked for down regulated proteins. However much less down 

regulated spots could be identified. We found 5 spots statistically significant down 

regulated for 50 mM CA and 4 spots for 100 mM CA. 

As the aim of this study also was to analyse the role of Nrf2 in the elicitation phase of 

ACD we repeated this analysis in Nrf2 -/- BMDC. From the 18 spots upregulated in 

WT after 50 mM CA 12 seemed to be Nrf2 dependent regulated as they were not 

induced in the knockout. From the 30 spots that were induced in WT BMDC 19 

seemed to be Nrf2 regulated and were not induced in the knockout. Interestingly the 

vast majority (8 of 12) of the protein spots being induced after both concentration 

seemed to be Nrf2 dependent. 
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In the group of spots that seemed to be Nrf2 dependent regulated we identified many 

known Nrf2 target genes such as or glutamate cysteine ligase or hemoxygenase. For 

some others there is at least transcriptomics data available fro Nrf2 -/- mice that 

indicate a possible Nrf2 regulation as for instance for HSP84. However we detected 

many protein species that were clearly not induced anymore in Nrf2 -/- BMBDC and 

which previously have not been described to be Nrf2 dependent.   

 

Treatment with a strong Sensitizer: 2,4- Dinitrochlorobenzene (DNCB) 

To understand molecular proteomic changes occurring after treatment with a strong 

sensitizer, BMBC’s were treated with a either 5 or 10 mM  DNCB for 8h. Proteomic 

changes were again evaluated via 2D gel analysis in triplicates. Protein spots were 

considered to be differentially regulated if they changed statistically significant (p < 

0.05) at least 1.5 fold (up regulation) or 0.5 fold (down regulation) compared to 

vehicle, i.e. DMSO, treated cells. 

Interestingly for the strong sensitizer we found much more spots regulated compared 

to the moderate sensitizer CA, which somehow might be expected. We found 32 

spots up regulated for treatment with 5 mM, 37 spots for treatment with 10 mM DNCB 

(Figure 3, Supplemental Figure 2). Again many of them, i.e. 16 (17?- check!) spots 

changed for both concentrations (refer to Figure 2). Some were unique for each 

treatment- 7 spots for 5 mM and 8 spots for 10 mM. Interestingly a significant number 

of them was induced as well with CA as with DNCB- those are of particular interest 

as those might represent possible biomarkers for contact allergens and they will be 

discussed in detail later one (refer to Figure 2). 

We identified up regulated spots with mass spectrometry (see Table 1 in 

Supplementary Information). Again proteins related to oxidative stress, cytoprotection 

and phase II enzymes were up regulated, but we found more of those type of 

proteins compared to  CA (e.g. Glutamate-Cysteine-Ligase reg SU, Glutathione-S-

transferase omega-1, ferritin, peroxidredoxin-1, hemoxygenase). Compared to CA 

we found less chaperones and proteins related to protein folding (HSP90, protein 

disulfid isomerase). However, compared to CA much more enzymes are specifically 

up regulated. Like for CA we found many glycolytic enzymes up regulated such as 

pyruvate kinase, GAPDH, Fructose-bisphosphate aldolase or enolase. But in addition 

we also found Transaldolase, Transketolase upregulated as well as flavin reductase 

or aldehyde dehydrogenase. In contrast to CA we found less 14-3-3 proteins 
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induced, only 14-3-3 epsilon. Like after CA treatment we found several proteasomal 

compoments and proteins involved in regulation of protein degradation (i.e. ubiquitin 

carboxyl-terminal hydrolase) were upregulated.  Other proteins were induced as well, 

which will not be further discussed in detail here (e.g. hN RNP’s, histones). 

 

 

Figure 3: 2D Gel displaying up regulated protein spots, which increased at least 1.5 fold in 
BMDC cells after treatment with 10 mM DNCB (n=3, p< 0.05)- refer to SI Figure 2 for data on 
5 mM DNCB. In total 37 protein spots were statistically significant increased. 
 

We also specifically looked for down regulated proteins. Like we CA treatment much 

less spots could be identified that were specifically down regulated. We found only 5 

spots statistically significant down regulated for both treatment 5 and 10 mM DNCB. 

Also for DNCB treatment we repeated the analysis in BMDC from Nrf2 -/- mice. From 

the 32 spots upregulated in WT after 5 mM DNCB 11 seemed to be Nrf2 dependent 

regulated as they were not induced in the knockout. From the 37 spots that were 

induced in WT BMDC 15 seemed to be Nrf2 regulated and were not induced in the 

knockout. Interestingly, again the majority of the protein spots (approx. 10 of 16- 
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number needs to be checked again!) being induced after both concentration seemed 

to be Nrf2 dependent. 

In the group of spots that seemed to be Nrf2 dependent regulated we identified many 

known Nrf2 target genes such as or glutamate cysteine ligase, glutathione-S-

transeferase omega-1, peroxiredoxin or hemoxygenase. For some others there is at 

least transcriptomics data available fro Nrf2 -/- mice that indicate a possible Nrf2 

regulation as for instance for HSP84, Transaldolase, Transketolase, Aldehyde DH, 

ferritin. However we detected many protein species that were clearly not induced 

anymore in Nrf2 -/- BMBDC and which previously have not been described to be Nrf2 

dependent.  

 

Treatment with a moderate Sensitizer: nickel sulphate (NiSO4) 

When our study was planned there was no indication that mouse would not be able 

to respond to nickel, although it was long known that NiSO4 was not recognized in 

LLNA as a sensitizer. Thus we included NiSO4 in our study and BMBC’s were 

treated with a either 250 or 400 mM NiSO4 for 8h. Proteomic changes were evaluated 

via 2D gel analysis in triplicates. Protein spots were considered to be differentially 

regulated if they changed statistically significant (p < 0.05) at least 1.5 fold (up 

regulation) or 0.5 fold (down regulation) compared to vehicle, i.e. DMSO, treated 

cells. 

We found 17 spots up regulated for treatment with 250 mM and 17 spots for treatment 

with 400 mM NiSO4 (Figure 4, Supplemental Figure 3). From those the vast majority 

(12 spots) changed for both concentrations (Figure 5). Some spots were unique for 

each treatment – 2 spots for 250 mM and 3 spots with 400 mM. No spot was 

significantly down regulated. 



- Article 6- 

 

7

7 

9 

12 

Ni400 

Ni250 
Total: 17 

Total: 17 

SDS 100 

Total: 16 

2 

3 

5 

 

Figure 5: Venn Diagramm showing overlaps for the number of up regulated protein spots for 
250, 400 mM NiSO4 and 100 mM SDS. Each analysis was performed in triplicates and spots 
were considered significant if they changed at least 1.5 fold with p <0.05. 

 

 

Mass spectrometric identification revealed some proteins related to oxidative stress 

(peroxiredoxin-1), to protein folding (several protein disulfid isomerases) or to 

proteasomal degradation (proteasomal subunits). As with all other treatment we also 

found cytoskeletal protein spots up regulated (several actin isoforms). 

… 

 

Treatment with an irritant: sodium dodecylsulphate (SDS) 

As a control BMDC cells were treated with an irritant. BMBC’s were treated with 100 

mM SDS for 8h. Proteomic changes were evaluated via 2D gel analysis in triplicates. 

Protein spots were considered to be differentially regulated if they changed 

statistically significant (p < 0.05) at least 1.5 fold (up regulation) or 0.5 fold (down 

regulation) compared to vehicle, i.e. DMSO, treated cells. 

We found 16 spots up regulated for SDS treatment (Figure 5) and 5 were unique for 

SDS treatment. One spot was significantly down regulated. 

 

…will be completed… 
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Discussion 

Include the following points 

 

- so far no proteomic study is published to analyse contact allergens, however 

transcriptomic studies have shown several candidates being upregulated on RNA 

level after sensitizer treatment (e.g. Ade et al. 2008 with a few selected allergens, 

Johansson et al. 2011 with 20 sensitizers and 20 non-sensitizers, Ryan et al 2004, 

Arkusz et al. 2010) 

- among those Nrf2 targets such as HMOX1, NQO1 (Ade et al. 2008, Arkusz 

et al. 2010) 

 - HSP40 homologues (Johansson et al. 2011) 

 - different histones (Johansson et al. 2011) 

- transaldolase (Ryan et al. 2004) 

 

- compare to our study: we also find HMOX1 but also other Nrf2 targets (Glutamate 

Cysteine Ligase, Glutathione- S- Transferase omega-1, we also find several 

chaperones (however not HSP40 but several other) and we find several histones and 

also transaldolase 

 

- proteomic studies do exist that analyse changes in proteome occurring during 

maturation of dendritic cells (Buschow et al. performed a combined proteome and 

transcriptome study). In this study many proteins have been identified and some of 

them are upregulated. Upregulated during DC maturation are for instance: 

 - HSP40 homologues (only RNA, not on protein level) 

 - ferritin (RNA, protein) 

 - transaldolase (RNA, protein) but not transketolase (detected but no change) 

 - Glutamate-Cysteine Ligase regulatory SU (RNA; protein) 

- a few 14-3-3 proteins are induced on RNA but not on protein level (epsilon 

and eta are induced) 

 

- compare to our study & to allergen transcriptome studies 

- obviously: ferritin, transaldolase and glutatate-Cys Ligase seem to be 

important (we have chosen those for further analysis) 
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discuss Nrf2 dependence: 

Many known Nrf2 dependent genes were induced after treatment of BMDC with 

different contact allergens and as expected those were not induced anymore in the 

Nrf2 -/- cells. These are for instance glutamate-cysteine ligase, hemoxygenase, 

ferritin, glutathione-s-transferase omega-1, transaldolase, transketolase or Aldehyd-

DH. 

Possible new Nrf2 dependent genes are: 
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Résumé 

 Les réactions allergiques telles que les réactions d’hypersensibilité de contact (HSC) 

sont un problème de santé publique. Il s’agit d’une réaction inflammatoire aiguë qui 

survient suite à des expositions répétées d’une molécule allergisante avec la peau et dans 

laquelle les cellules dendritiques (DC) jouent un rôle essentiel. Les composés chimiques 

tels que le dinitrochlorobenzène (DNCB) ou le cinnamaldéhyde (CinA), responsables d'HSC, 

sont capables d’induire un stress chimique et de produire des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO). Parmi les voies de détoxication en réponse aux xénobiotiques, la voie 

Nrf2/Keap1 est une voie centrale connue pour la détection de composés électrophiles. A 

l’état basal et en absence de stress, Nrf2 est couplé à son répresseur cytosolique Keap1 qui 

assure sa dégradation via le protéasome. En présence d’un stress chimique, Nrf2 

transloque dans le noyau et induit l’expression des gènes antioxydants [hème-oxygénase 1 

(ho-1), NADPH quinone oxydoréductase (nqo1), glutathione-s-transférase (gst)].  

 En absence de Nrf2, nous avons montré que le DNCB et le CinA induisent la mort 

cellulaire des DC via l'activation des caspases impliquées dans la voie mitochondriale ou 

intrinsèque de l'apoptose. Cette mort cellulaire induite par le DNCB est ERO dépendante 

tandis que celle induite par le CinA ne l'est pas. En présence de Nrf2, la survie des DC est 

régulée par l'expression de bcl-2, un gène antiapoptotique, et des gènes antioxydants. Nrf2 

semblerait activer ou réprimer la transcription des gènes et ce en fonction de la molécule 

testée, du temps de traitement. 

 Par ailleurs, nous avons également montré que Nrf2 joue un rôle clef dans les phases de 

sensibilisation et d'élicitation de la réaction d'HSC mais également au cours de l'irritation. 

Des transferts adoptifs de DC ont permis de montrer le rôle clef de Nrf2 dans la DC au cours 

de l'HSC.  

 Enfin, notre étude montre que Nrf2 régule les Treg au niveau du tissu cutané et 

participe à la tolérance cutanée. 

 

 

Mots clés : apoptose, bcl-2, cellules dendritiques, espèces réactives de l'oxygène, eczéma 

de contact, molécules allergisantes, Nrf2, peau, tolérance cutanée 
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