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INTRODUCTION

l. Peau et inflammation cutanée

La peau est le principal organe au contact de I'environnement. Elle est essentielle
dans nos contacts sociaux et pour le développement psychique du nourrisson et de
I'enfant. Elle est également le reflet de nos émotions, de notre état de santé, de
notre niveau social et de notre personnalité. Le stress, la pollution, les produits
chimiques, des allergénes de la vie courante et des facteurs endogenes conduisent
a une dérégulation de I'homéostasie cutanée qui se caractérise par une
inflammation. Il s’agit d’'une réaction de défense universelle du corps faisant
intervenir les cellules de I'immunité innée et adaptative ainsi que les cellules de la
peau telles que les kératinocytes et les neurones sensoriels. Afin de mieux
comprendre ce phénoméne complexe qu’est l'inflammation, nous commencerons

par introduire les notions sur la peau.

A. La peau
1. Définition

La peau constitue l'organe le plus important du corps humain de par son poids (4 kg)
et sa surface (2 m?). Elle est constituée de plusieurs couches permettant d’interagir
avec l'environnement extérieur. La premiere fonction de la peau est de protéger
’organisme contre les agressions extérieures (physiques, biologiques, et chimiques)
par une action physique et immunitaire. La peau joue également un réle dans le
métabolisme de la vitamine D3 qui participe au maintien des niveaux sanguins
normaux de Ca®*. La sécrétion de sueur par des glandes sudoripares et la présence
de mécanismes de vasodilatation ou vasoconstriction des artérioles cutanées font de
la peau un organe thermorégulateur. La peau permet également de conserver

I’équilibre de nos fluides corporels en limitant les pertes en eau.

L'abondance de terminaisons nerveuses la parcourant classe la peau comme un
organe hautement sensoriel (Roosterman et al., 2006). Elle répond continuellement
a une grande variété de stimuli de nature physique (thermique, mécanique,
électrique, UV...) et chimique, ou encore a des allergénes, des haptenes et des

agents microbiologiques conduisant a des sensations cutanées normales ou
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pathologiques (Brazzini et al., 2003; Gouin et al., 2015a; Roosterman et al., 2006).
Pour assurer cette fonction sensorielle, elle fait intervenir des mécanorécepteurs,
des thermorécepteurs, des nocicepteurs et des pruricepteurs. Ces senseurs
transmettent les stimuli vers le systéme nerveux central (SNC) ou ces informations
seront interprétées comme des messages tactiles, thermiques, prurigineux ou

nociceptifs.

2. Organisation

D'un point de vue histologique et anatomique, la peau est constituée de trois
couches superposées (Figure 1). La partie la plus superficielle est I'épiderme puis
séparée par la jonction dermo-épidermique vient le derme et enfin I'hnypoderme.
Différentes annexes cutanées y sont présentes incluant les poils et les glandes. La

peau est richement innervée et vascularisée.

B/

Couche
cornée

§.1'1-?;\, S,

—— T

Corpuscule
de Meissner
Réseau vasculaire
sanguin
Terminaisons

Epiderme — :
nerveuses libres

Muscle arrecteur
du poil

Glande sébacée
Derme —

Corpuscule
de Pacini

Hypoderme —|
Adipocytes

Glande sudorale Follicule pileux

Figure 1. Organisation histologique de la peau
(http://static.wixstatic.com/media/435c28 70db7530b1684543a6de81f4620bf827.jpg).
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2.1. L’'épiderme
2.1.1. Organisation et fonctions

L'épiderme est en contact direct avec l'environnement. Il est caractérisé par sa
minceur, son innervation et son absence de vascularisation. D'un point de vue
histologique, il s'agit d'un épithélium pluristratifi€¢ pavimenteux kératinisé d'origine
ectodermique. Son épaisseur peut varier de 0,1 a 1 mm en fonction de sa

localisation et des contraintes environnementales.

Au niveau cellulaire, I'épiderme est constitué de 80 a 90% de kératinocytes. lls
subissent un processus d’auto-renouvellement, de migration et de différenciation, de
la jonction dermo-épidermique vers la surface extérieure. Cela contribue a la
formation des différentes couches de I'épiderme. Quatre couches épidermiques sont
formées allant de la plus profonde a la plus superficielle : germinative ou basale,
épineuse, granuleuse et cornée (Figure 2). Par cette architecture pluristratifiée,
’épiderme peut s’auto-renouveler et protéger notre organisme des attaques
extérieures. D’autres types cellulaires le constituent dans une moindre mesure : les

mélanocytes, les cellules de Merkel et les cellules de Langherans (Figure 2).

L’épiderme se distingue par la présence d’'un réseau de terminaisons nerveuses
libres non myélinisées de type Ad ou C. Ces terminaisons vont jouer un réle
essentiel dans la perception ainsi que dans la modulation des pathologies
inflammatoires (Dallos et al., 2006; Gouin et al., 2015a; Reznik, 1996; Teresiak-
Mikotajczak et al., 2013)
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Couche cornée {,

Couche granuleuse =

Cellule de
- - Je 3 S
Couche épineuse | Langerhans
— Koratinocyte
(>90%)
Grains de mélanine
Cellule de Merkel
Couche basale J s
Melanocyte {8%)
lonction dermo-épidermique =%
Derme

Figure 2. Organisation cellulaire de I’épiderme
2.1.2. Les cellules de I'épiderme

* Les kératinocytes subissent au cours de leur différenciation, un processus
dit de « kératinisation ». Cela est réalisé a travers la synthése de protéines
fibreuses, résistantes et insolubles dans 'eau : les kératines (K). Par leurs
caractéristiques hydrophobes, ces protéines rendent I'épiderme imperméable
protégeant la peau et les tissus sous-jacents des agressions externes. Associées
par paires, elles sont 'un des constituants fondamentaux des filaments
intermédiaires du cytosquelette des kératinocytes. Elles assurent donc la structure et
'adhérence des kératinocytes en se liant aux desmosomes et hémidesmosomes.
Ces protéines jouent un réle essentiel dans la structure et la fonction barriere de
I’épiderme. Ces paires de kératines peuvent servir de marqueur de différenciation
des kératinocytes dans I’épiderme tels que la K5-K14 pour la couche basale et la
K1-K10 pour les couches supra-basales (Chu and Weiss, 2002). D’autres marqueurs
de la différenciation des kératinocytes sont également connus comme l'involucrine
pour la couche épineuse, la loricrine et la filaggrine pour la couche granuleuse
(Eckhart et al., 2013) (Figure 3).
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Couche cormnée

Couche de transition

loricrine
involucrine
transglutaminase
filagrine

Couche granuleuse

y KI-K10

Couche épincuse

K5-K 14,

“ouche basale ;
Couche basale a2B1, a3 et w64

Membrane basale

Figure 3. Les kératines marqueurs des différentes couches épidermiques
K, Kératine (D’aprés http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/19935/19935_6.png).

*Les mélanocytes représentent 5 a 8% des cellules de I'épiderme et
synthétisent les mélanines dans des mélanosomes caractérisant la couleur de la
peau spécifique a chaque individu. Les corps cellulaires des mélanocytes sont
localisés au niveau de la couche basale de I'épiderme. Par lintermédiaire de leurs
prolongements dendritiques, ils vont entrer en contact avec les kératinocytes supra-
basaux et leur transmettre la mélanine. Cette derniére va s’accumuler autour des
noyaux des kératinocytes formant une barriere photoprotectrice. Ce mécanisme
permet de protéger l'acide désoxyribonucléique (ADN) des cellules épidermiques

des rayonnements UVs délétéres émis par le soleil.

*Les cellules de Langerhans représentent la troisi€me population cellulaire
de I'épiderme (3 a 8% des cellules épidermiques). Elles ont une morphologie
dendritique et ont un réle crucial dans la réponse immunitaire. En effet, ces cellules
vont présenter les antigénes aux lymphocytes T (LT) transépithéliaux au cours de

réponses inflammatoires (Bos, 1997; Sparber et al., 2010).
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*Les cellules de Merkel sont les moins représentées dans I'épiderme. Elles
sont localisées au niveau de la couche basale de I'’épiderme et sont étroitement
associées aux terminaisons nerveuses. Leur répartition est irréguliere et trés diffuse.
Elles représentent 0,2 a 5% des cellules de I'’épiderme. Elles ont une morphologie en
disque et sont particulierement abondantes au niveau des levres, des paumes, de la
pulpe des doigts et de la plante des pieds. Actuellement, leur r6le demeure peu
connu mais elles sont généralement associées a des fonctions de
mécanorécepteurs a adaptation lente de type |. Elles expriment un marqueur
spécifique, la cytokératine 20 (CK20), qui peut étre utilisée pour leur détection dans

I’épiderme par immuno-marquage (Nakatani et al., 2015; Niu et al., 2014).

2.2. La jonction dermo-épidermique

L’épiderme et le derme sont séparés par une membrane basale également appelée
jonction dermo-épidermique (JDE). Il s’agit d’'une matrice composée de laminine, de
nidogéne, de collagéne IV et de perlecan. Cette composition va permettre I'ancrage
de I’épiderme. Outre son implication dans I'adhérence, elle joue également le rble de
filtre sélectif dans les échanges moléculaires et cellulaires entre ces deux
compartiments. Par sa composition en laminine, la JDE contréle la ré-épidermisation
lors de la cicatrisation cutanée en servant de support pour l'adhérence et la
migration des kératinocytes (Zhang and Kramer, 1996). La JDE détermine
également la polarité des kératinocytes basaux, leur organisation spatiale et donc la
structure de I'épiderme. Lors de la stratification de I’épiderme, les kératinocytes qui
proliferent restent attachés a la membrane basale et les cellules-filles générées

migrent et se différencient vers les couches supérieures de I’épiderme.

2.3. Le derme
2.3.1. Organisation et fonctions

Le derme se situe entre I'épiderme et 'hnypoderme. C’est un tissu conjonctif qui est
principalement composé d’une matrice extracellulaire (MEC) produite par des
fibroblastes, la principale population cellulaire dermique. La MEC est constituée de
fibres de collagenes et d’élastine dans un gel aqueux de glycoprotéines. Par sa

composition, la MEC joue le rble de tissu de soutien et nourricier. Il s’agit d’un tissu
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trés vascularisé par la présence de vaisseaux lymphatiques et surtout sanguins. Le
derme est le centre de collecte des informations tactiles en hébergeant des
mécanorécepteurs sensitifs incluant les récepteurs des follicules pileux, les
corpuscules de Meissner (toucher), les corpuscules de Ruffini (vibration, étirement
Iéger) et les corpuscules de Pacini (vibration, pression profond) (Munger and Ide,
1988; Reznik, 1996). Ces mécanorécepteurs seront détaillés ultérieurement dans la

partie Introduction 11.3.2.

Le derme abrite également les annexes cutanées incluant les glandes sébacées et
sudoripares ainsi que les follicules pileux. Les cellules du derme sont peu
nombreuses et comprennent les fibroblastes, les cellules dendretiques (Cds)
dermiques, les macrophages, les plasmocytes et les mastocytes. Le derme est
classiquement divisé en deux régions, le derme papillaire et le derme réticulaire, qui

se distinguent par leur composition et I'organisation de leur MEC respective.

2.3.2. Les cellules du derme

» Les fibroblastes sont majoritairement localisés au niveau du derme
papillaire, et constituent le principal type cellulaire du derme. La fonction primaire
des fibroblastes est de produire, renouveler ou dégrader les composants de la MEC.
Pour ce faire, ils sécretent du collagene, de I'élastine et de la fibrilline (Krieg and
Braun-Falco, 1989). Ces mémes fibroblastes peuvent également sécréter des
facteurs de croissance et des enzymes dont des métalloprotéinases matricielles
(MMPs) et les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs) pour dégrader,

renouveler et réorganiser la MEC.

* Les mastocytes sont des cellules immunitaires du derme. Alors gu’ils sont
absents dans I'épiderme, ils peuvent étre considérés comme la deuxiéme population
du derme avec une densité de 7000 & 20000 par mm?, lls sont préférentiellement
localisés a proximité des vaisseaux sanguins, des mécanorécepteurs ainsi qu’au
niveau des annexes cutanées (Gilfillan and Beaven, 2011). lls sont caractérisés par
la présence en abondance de grains ou de granules intra-cytoplasmiques de
sécrétion, les qualifiant de cellules a fort pouvoir sécréteur. Leurs fonctions sont
étroitement liées aux propriétés de leurs granules. Ceux-ci sont principalement

composés de médiateurs dits préformés comme I'histamine, I’héparine, des facteurs
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chimiotactiques, des neuropeptides des protéases et des glycosaminoglycanes
(Theoharides et al., 2012) (Tableau 1). Consécutivement a cette premiére libération
nommeée dégranulation, des médiateurs néoformés, essentiellement des métabolites
de l'acide arachidonique et le facteur d'activation plaquettaire (FAP), sont sécrétés.
D’autres médiateurs néoformés tels que des cytokines et des facteurs de croissance
sont également libérés (Gilfilan and Beaven, 2011; Harvima et al., 2010;
Theoharides et al., 2012) (Tableau 2). Les médiateurs sécrétés par les mastocytes
agissent en deux phases distinctes. D’une part, les médiateurs préformés participent
a la phase immédiate de la réaction. D’autre part, les médiateurs néoformés, dans
une phase plus tardive, accentuent I'action des médiateurs préformés en recrutant
les cellules de l'inflammation (éosinophiles, neutrophiles, monocytes, lymphocytes et
thrombocytes). Lors de cette phase tardive, les mastocytes vont moduler ou
amplifier la réaction inflammatoire par la sécrétion de cytokines néoformées. Les
mastocytes sont impligués dans de nombreuses dermatoses prurigineuses
inflammatoires dont les plus connues sont lurticaire, I'allergie de contact, la
dermatite atopique (DA) et le psoriasis. lls sont associés aux pathologies de type
allergique suite a la formation d’un complexe entre I'allergéne et le récepteur de
haute affinitt des immunoglobulines E (IgE). De ce complexe résulte la
dégranulation des mastocytes conduisant aux signes cliniques de [lallergie
inflammatoire (Theoharides et al., 2012). Actuellement, il est considéré que les
mastocytes sont les principaux producteurs de protéases de notre organisme
pouvant conduire a lI'inflammation (Caughey, 2011; Dai and Korthuis, 2011; Gouin et
al., 2015a; Schechter et al., 1998). De nombreuses autres substances peuvent
conduire a la dégranulation des mastocytesincluant des hormones, des
neuropeptides, des protéases, des facteurs de croissance, des bactéries, des virus,

des venins ou encore des enzymes.
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Médiateurs préformés Principaux effets physiopathologiques
Amines I . R . .

—_— Vasodilation, angiogenéses, mitogenese, douleur
Histamine

Chemokines :

S —— Chimoattraction et infiltration des tissus par les leucocytes
CXCL-1,2,5,7,8,11et 13 P y

Enzymes . . I . .
Trotase Destruction des tissus, activation de PAR-2, inflammation et douleur.
Mlil/IpPs Destruction des tissus, modification des cytokines/chemokines
Peptides :
Spp— Inflammation et douleur
Vasodilatation
VEGF I R
VIP Vasodilation et activation des mastocytes

Proteoglycannes :

— Angiogénése et croissance/stabilité neuronale
Héparine

Médiateurs néoformés Principaux effets physiopathologiques

Cytokines :
IL-1,2,3,4,5,6,8,9,10,13,16,18
IFN- a, IFN-B, IFN-y; TGFB; TNF-q,

Inflammation, migration leucocytaire, douleur
Inflammation, prolifération/activation leucocytaire

Facteurs de croissances :
B-FGF, NT3, NGF, PDGF, TGFB, VEGF

Croissance/prolifération/survie de nombreuses cellules

Métabolites de I’acide arachidonique . | Recrutement leucocytaire

Leukotriene C4 Vasoconstriction, pain
PAF Action plaquettaire, vasoconstriction
Prostaglandin D, Douleur

Tableau 1. Les médiateurs préformés et néoformés des mastocytes et leurs effets biologiques
CXCL, chémokine (C-X-C motif) ligand ; MMPs, Métalloprotéinases matricielles ; SP, substance P ;
VEGF, vascular endothelial growth factor ; IL, interleukine ; IFN, interféron ; TNF, tumor necrosis
factor ; FGF, fibroblast growth factor ; NT3, Neurotrophin 3 ; PDGF, platelet-derived growth factor ;
TGF, transforming growth factor ; VEGF, vascular endothelial growth factor ; PAF, Platelet activating
factor ; VIP, vasoactive intestinal peptide (d’aprés (Theoharides et al., 2012).

* Les Cds dermiques sont des cellules immunitaires cutanées ayant une
morphologie dendritique. Les Cds sont principalement localisées dans le derme
profond. Elles assurent comme les cellules de Langerhans la fonction de cellules
présentatrices de I'antigene (CPA) via des molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe Il. Elles déclenchent des réponses immunitaires
en présentant les antigenes apprétés aux lymphocytes T et B (LT et LB)
transéphitéliaux ou a ceux des ganglions lymphatiques locaux (Chu et al., 2011;
Sparber et al., 2010).
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* Les cellules endothéliales forment les parois des vaisseaux sanguins et
lymphatiques. En dehors de leur fonction primaire de permettre la circulation
sanguine et lymphatique, elles jouent un réle primordial dans la régulation de
linflammation cutanée. D’une part, elles sécrétent un grand nombre de molécules de
linflammation : des cytokines (interleukines-6 et -8 (IL-6 et -8) ; facteur de nécrose
des tumeurs (TNF) ; interféron (INF) et des chémokines (chémokines (C-X-C moitif)
ligand (CXCLs)). D’autre part, elles expriment des protéines d’adhérence et des
MMPs. Par cette sécrétion et 'expression de ces molécules, elles vont pouvoir attirer
et capter les cellules immunitaires circulantes par diapédése induisant leur infiltration
dans le tissu. Par la vasodilatation, les cellules endothéliales jouent également un
réle important dans le nombre de cellules a recruter sur le site en augmentant le

nombre de cellules circulantes.

2.4. L’hypoderme

L'hypoderme est a la fois la couche la plus épaisse et la plus profonde de la peau. Il
est situé juste sous le derme réticulaire, auquel il est rattaché par des fibres de
collagene et d’élastine. Il est essentiellement constitué d'un seul type de cellulaire

spécialisé dans lI'accumulation et le stockage des graisses, les adipocytes.

3. Le réseau vasculaire cutané

Afin de se pourvoir en éléments essentiels a sa survie, la peau est dotée d’une
architecture vasculaire trés organisée. Alors que le derme et ’hypoderme présentent
un réseau vasculaire, I'épiderme en est dépourvu. Outre ses fonctions
nutritionnelles, le réseau vasculaire joue un réle important dans la thermorégulation
(vasodilatation/vasoconstriction) ainsi que dans la détoxification de I'organisme
(Braverman and Yen, 1977a, 1977b). Il s’agit d’'un réseau sanguin trés structuré
d’artérioles de moyen/petit calibre, de capillaires et de veinules formant un systeme
a deux étages. Les arteres entrent dans la peau au niveau de I'hnypoderme profond,
traversent I'’hypoderme et forment a la jonction entre I'’hypoderme et le derme

réticulaire, un plexus qui sera le réseau vasculaire cutané.
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Deux types de ramifications partent de ce plexus en direction de la surface. La
premiéere partie se dirige vers les annexes cutanées qui forment des collatérales
pour le bulbe pileux et les glandes délivrant les éléments essentiels a leur survie. La
deuxieme forme un second plexus a la jonction entre le derme réticulaire et
papillaire. Des boucles capillaires émergent de ce plexus sous-papillaire vers les
crétes épidermiques permettant I'apport des éléments essentiels a la survie de
I’épiderme (Figure 4). Les réseaux veineux et lymphatiques sont calqués sur le

modele artériel.

Figure 4. Le réseau vasculaire cutané

1 Artére traversant I'hypoderme ; 2 Plexus a la jonction hypoderme/derme réticulaire ; 3 Artére
traversant le derme réticulaire ; 4 Plexus a la jonction derme réticulaire/derme papillaire ; 5 Boucles
capillaires des crétes épidermiques (http:/chainedit.univ-nantes.fr/chainedit/projets/introhisto/site/htmi/1.html).
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B. L’inflammation cutanée
1. Définition

L’inflammation est une réaction de défense immunitaire normale de l'organisme a
une agression de type : infectieuse, thermique, mécanique (ultra violet (UV)),
chimique, Iésionnelle ou encore allergique. Elle se caractérise en quatre points qui
sont : la rougeur, la chaleur, le gonflement (oedéme) et la douleur (Démarchez,
2014; Harvima et al., 2010). L’inflammation cutanée aiglie est une réponse
immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours ou semaines),
d'installation souvent brutale et caractérisée par un gonflement intense. Les
inflammations aiglies guérissent spontanément ou avec un traitement. La chronicité
apparait lorsque l'inflammation ne guérit pas spontanément, persiste ou s’aggrave

pendant plusieurs mois ou plusieurs années.

L’inflammation a pour but d’isoler, d’inactiver, de détruire les éléments étrangers puis
d’éliminer les débris cellulaires en recrutant sur la zone 1ésée des phagocytes et des
protéines plasmatiques. Le déroulement d'une réaction inflammatoire présente des
caracteres morphologiques généraux et des mécanismes communs quel que soit le
type d’agression. Cependant, le type de facteur déclenchant conditionne l'intensité,

la durée de la réaction inflammatoire ainsi que I'aspect Iésionnel.

2. Déroulement de I'inflammation

La réaction inflammatoire est un processus dynamique comportant plusieurs étapes
successives : vasculaire (vasodilatation), la diapédése des leucocytes et le

chimiotactisme des cellules immunitaires et pour finir la détersion (Figure 5).

Au départ, la peau lésée réagit, a travers une dégranulation locale d'histamine et de
sérotonine par les mastocytes. Ces deux substances stimulent la vasodilatation, ce
qui provoque un afflux sanguin plus important associé a un ralentissement local de
la circulation sanguine. Cela permet une accumulation de protéines plasmatiques et
la diapédese leucocytaire correspondant a la traversée active des parois vasculaires
et a l'accumulation de cellules immunitaires circulantes : les lymphocytes, les
neutrophiles et les monocytes dans le foyer Iésionnel (Wilgus and Wulff, 2014;
Wilgus et al., 2013).
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Figure 5. L’inflammation cutanée.

1) La lésion cutanée permet le passage des agents pathogenes a travers I'’épiderme. 2) La phase
vasculaire est la vasodilatation des capillaires et le gonflement de la plaie sous I'effet de I'histamine
sécrétée par les mastocytes. 3) Diapédése leucocytaire est le recrutement et le passage a travers la
paroi des capillaires des leucocytes. 4) Le chimiotactisme et la détersion correspondent a la migration

des cellules immunitaires sur le site 1ésé et au nettoyage de la zone inflammée par les macrophages
(http://www.maxicours.com/se/fiche/7/8/395887 .html/ts).

Dans les premiéres heures, la diapédése concerne les polynucléaires incluant les
neutrophiles et monocytes. Les neutrophiles ont pour fonctions d’attirer d’autres
cellules inflammatoires par chimiotactisme et de nettoyer le site 1ésé en sécrétant
des substances antimicrobiennes et des protéases (Wilgus et al., 2013). Elles
peuvent également phagocyter des pathogenes conduisant a leur mort prématurée
(Gomides et al., 2014; Houle et al., 2005; Paukov, 1986). Les neutrophiles ayant une
durée de vie courte, les monocytes recrutés extemporanément prennent le relais. lls
migrent par chimiotactisme et se différencient en macrophage nettoyant la zone
Iésée (ou détersion). lls sécrétent également des facteurs de croissance, des
cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a), des protéases, des prostaglandines
(PGs) et des IFNs permettant le maintient et/ou I'amplification de l'inflammation
(Rodero and Khosrotehrani, 2010). A travers leur fonction de CPA, les monocytes
coopéerent avec les lymphocytes pour le développement de la réaction immunitaire
spécifique (Chéret et al., 2013; Liuzzo et al., 1999; Nathan, 1987; Paukov, 1986).
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Les dernieres cellules immunitaires a arriver sur la zone Iésée sont les lymphocytes
qui migrent tardivement sous l'influence de cytokines telles que I'IFNy et MCP-1,
essentiellement secrétées par les macrophages. lls sont activés par la présentation
de l'antigéne/allergéne par les CPA : les macrophages, les Cds, les cellules de
Langerhans et les LB (Chu et al., 2011; Paukov, 1986; Sparber et al., 2010). Les LT
acquierent ainsi des propriétés cytotoxiques ou auxiliaires permettant
respectivement de tuer les cellules infectées et de sécréter des cytokines qui vont
stimuler les autres lymphocytes. lls coopérent également avec les LB et provoquent
leur différenciation en plasmocytes qui, par la sécrétion des immunoglobulines,
contiennent l'inflammation en neutralisant les virus, les bactéries, les parasites et

autres éléments étrangers a I'organisme (Geherin et al., 2012) (Chu et al., 2011).

La détersion est consécutive a la phase vasculaire et contemporaine de la
diapédese leucocytaire. Il s’agit de I'élimination des tissus nécrosés et des agents
pathogenes. Cette élimination est assurée par phagocytose par les macrophages et
les neutrophiles. L'inflammation aigte va évoluer en inflammation chronique dans le

cas ou la détersion est incompléte.

Il. Systéme nerveux cutané et Inflammation Neurogéne

Cutanée

L’inflammation neurogéne cutanée (INC) se définit comme [linduction et/ou
’amplification d’'un processus inflammatoire primaire par les terminaisons nerveuses.
La stimulation des neurones, en particulier sensoriels, induit la sécrétion de
neuropeptides qui vont agir sur les cellules cibles de la peau induisant par la suite
les signes cliniques de l'inflammation. Actuellement, un nouveau concept émerge,
suggérant que les cellules de la peau sont également aptes a déclencher ou
amplifier 'INC puisqu’elle produisent des neuropeptides. Afin de mieux aborder la
notion de I'INC, nous présenterons dans un premier temps le systéme nerveux

cutané et les interactions neuro-cutanées.
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A. Le systéme nerveux cutané
1. Organisation de I'innervation cutanée

La peau est un organe sensoriel trés performant. Ses caractéristiques sensorielles
sont permises par une innervation dense et variée provenant du systéeme nerveux
périphérique. Deux voies composent ce systeme nerveux. La premiére voie est
afférente et correspond au systeme nerveux sensoriel périphérique qui est impliqué
dans la perception aux stimuli extérieurs. La seconde est efférente et correspond au
systeme nerveux végétatif (ou autonome) qui est impliqué dans les fonctions non
soumises au contréle volontaire. Cette voie efférente participe a la thermorégulation
par la sécrétion et I'excrétion des glandes sudoripares, la vasodilatation/constriction
des vaisseaux sanguins et la piloérection des poils (Talagas et Misery, 2015). Ces
deux composantes innervent I'ensemble des couches de la peau par des
prolongements neuritiques ou fibres nerveuses produisant un réseau nerveux dense,
communément appelé « systéme nerveux cutané ». Le corps cellulaire de ces fibres
nerveuses est localisé dans les ganglions nerveux spinaux, ou ganglions rachidiens
dorsaux (GRD), au niveau des racines spinales postérieures. Ces fibres nerveuses
sensitives et végétatives sont détectables par immunomarquage de la « protein gene
product 9.5 » (PGP9.5), des neurofilaments et neuromédiateurs qu’elles produisent
(Munger et Ide, 1988; Roosterman et al., 2006; Talagas et Misery, 2015). Dans ce
manuscrit, nous nous intéresserons plus particulierement aux fibres nerveuses
sensorielles connues pour jouer un role dans I'INC (Gouin et al., 2015a; Herbert and
Holzer, 2002; Steinhoff et al., 2003a).

2. Le systéme nerveux sensoriel cutané
2.1. La sensibilité

La peau participe a la sensibilité dite somatique, qui est extéroceptive c’est-a-dire
réagissant a I'environnement extérieur (Boulais et Misery, 2008; Denda et al., 2007;
Talagas et Misery, 2015). Elle transmet ainsi I'information qui nous rend conscient
des stimuli externes. Si les stimuli sont assez intenses, ils sont convertis en
potentiels d’action transmis le long des fibres sensitives afférentes. Ce message

parvient au SNC ou la perception sensorielle est identifiée, interprétée et localisée.
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Différentes perceptions peuvent étre analysées au niveau central incluant les
sensations mécaniques (pression, vibration, toucher, frottements), thermiques,
douloureuses, nociceptives ou prurigineuses (Misery et al., 2014; Munger and Ide,
1988).

2.2. Organisation morphologique

L’innervation sensitive se distribue de fagon inégale le long du corps conduisant a
des zones plus ou moins sensibles. Les fibres nerveuses traversent la peau en
longeant les vaisseaux sanguins et forment des plexus vasculo-nerveux. Elles se
subdivisent en un plexus nerveux profond a la jonction hypoderme-derme puis un
plexus nerveux superficiel a la jonction derme réticulaire-papillaire (Talagas and
Misery, 2015).

Les fibres sensitives sont classées en fonction de leur vitesse de conduction, définie
a partir de leur diameétre et leur caractere myélinisé ou non. Elles se subdivisent en

trois catégories :

- Les fibres de type AR, fortement myélinisées, dont le diametre varie de 4 a

22 pym, se définissent par une vitesse de conduction de 10 a 100 m/s,

- Les fibres de type Ad, modérément myélinisées, dont le diamétre varie de 2

a 5 uym, se définissent par une vitesse de conduction de 3 a 15 m/s,

- Les fibres de type C, amyélinisées, dont le diameétre varie de 1 a 2 um, se

définissent par une vitesse de conduction de 1 a 2 m/s.

Au niveau des extrémités de ces fibres AB, Ad et C vont s’organiser des structures
plus ou moins complexes, nommées récepteurs cutanés sensoriels (Figure 6). Ces
récepteurs sensoriels assurent la transduction des stimuli mécaniques, chimiques,
nociceptifs ou prurigineux en potentiels électriques qui seront analysés par le SNC
en informations sensorielles. lls s’organisent en structures corpusculaires ou libres et
peuvent étre superficiels ou profonds. Leur répartition et leur densité varient entre la
peau glabre et la peau poilue. lls sont classés en fonction de la nature des stimuli
auxquels ils répondent, définissant les mécanorécepteurs, les thermorécepteurs, les

nocicepteurs et les pruricepteurs.
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Les mécanorécepteurs sont associés aux fibres nerveuses de type AR et
s’organisent en structures corpusculaires : les corpuscules de Meissner, Pacini,
Ruffini et les complexes de Merkel. lls détectent 'ensemble des stimuli mécaniques
pour encoder de fagon optimale I'information tactile (Nakatani et al., 2015; Nolano et
al., 2003; Talagas and Misery, 2015). Les terminiaisons libres ou fibres intra-
épidermiques sont associées aux fibres nerveuses de type Ad et C, et sont
impliqguées dans la mécanoception, la nociception, la thermoception et la
pruriception. Nous nous focaliserons plus particulierement sur ces fibres intra-

épidermiques qui sont les acteurs majeurs de I'INC.

Terminaisons nerveuses I -
libres Complexe de
Corpuscule  E—— Merkel .
de Meissner Epiderme
Plexus nerveux superficiel
Derme
R
Plexus nerveux profond Corpuscule Corpuscylg
de Pacini de Ruffini
Hypoderme

— Fibre de type C et Ad
— Fibre de type AB

)

N

1

Figure 6. Représentation de I'innervation cutanée

Les fibres nerveuses de type AP s’organisent en structures corpusculaires de type complexe de
Merkel, corpuscule de Ruffini, corpuscule de Meissner et corpuscule de Paccini qui forment les

mécanorécepteurs. Les fibres nerveuses intra-épidermiques ou libres de type Ad et C s’organisent en
structures libres et sont impliquées dans la nociception, la thermoception et pruriception.
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2.3. Les nocicepteurs, thermocepteurs et pruricepteurs cutanés
2.3.1. Organisation des fibres intra-épidermiques

Les fibres nerveuses intra-épidermiques sont des ramifications terminales de fibres
nerveuses peu ou amyélinisées de type Ad et C, qui perdent leur gaine de myéline a
I'entrée de I'épiderme. Ces fibres cheminent entre les kératinocytes dans toutes les
couches vivantes de I'épiderme (de la couche basale a la couche granuleuse). Ne
présentant pas de structure terminale apparente, elles ont été préalablement

décrites comme terminaisons nerveuses libres (Talagas and Misery, 2015).

Ces fibres nerveuses intra-épidermiques correspondent a des nocicepteurs
polymodaux, des mécanorécepteurs a haut seuil d’activation, des thermocepteurs et
des pruricepteurs. Elles jouent un rble dans de nombreuses dermatoses
prurigineuses inflammatoires comme par exemple le psoriasis, la DA et le syndrome
de Netherton (SN) (Briot et al.,, 2010; Gouin et al., 2015a; Hovnanian, 2013;
Mollanazar et al., 2015; Steinhoff et al., 2000; Wilson and Bautista, 2014).

2.3.2. Les nocicepteurs méecaniques, thermiques et polymodaux

Les fibres intra-épidermiques nociceptives peuvent étre subdivisées en trois
catégories en fonction du type de message douloureux qu’elles véhiculent :
thermique, mécanique ou encore polymodal. Ces différentes fibres nociceptives sont

décrites ci-dessous :

* Les fibres thermoceptives répondent a des températures inférieures a 10-
15°C ou supérieures a 42°C transmettant des informations thermiques douloureuses
(Davis, 1998; Huang et al., 2006). La densité de ces fibres est trés variable dans les
différentes régions du corps conduisant a une différence de sensibilité aux stimuli
thermiques et douloureux. Les parties du corps glabre (paume des mains, plante des
pieds) ont un seuil de douleur a la chaleur plus bas que les zones pileuses
(abdomen, dos des mains, dessus des pieds...) (Saterd et al., 2000). En revanche,
les seuils de douleur au froid semblent identiques entre peau glabre et peau pileuse
mais les sensations de picotements sont plus souvent rapportées au niveau des
zones pileuses (Davis, 1998). La spécificité de sensibilité au chaud ou au froid de

ces thermorécepteurs est principalement associée a l'expression de canaux
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calciques spécifiques au chaud et au froid, que sont les « transient receptor potential
channels » (TRP) (Benecke et al.; Cho et al.,, 2014; 2011; Wilson and Bautista,
2014). Nous nous focaliserons sur deux de ces membres le TRPV1 et TRPA1
(vanilloide 1 et ankyrin 1) qui sont également connus pour étre impliqués dans des
pathologies cutanées associées a I'INC et au prurit (Bautista et al., 2013; Gouin et
al., 2015a; Horvath et al., 2015; 2011). La sensibilisation et I'implication de ces deux
TRPs dans l'inflammation cutanée ont fait I'objet d’une revue qui est présentée dans

la partie introduction 11.B.2.

* Les fibres mécanoceptives a haut seuil d’activation répondent a des stimuli

mécaniques de fortes intensités (LaMotte and Campbell, 1978).

* Les fibres nociceptives polymodales répondent autant aux stimuli nociceptifs

thermiques que mécaniques (LaMotte and Campbell, 1978).

2.3.3. Les pruricepteurs

Le prurit est défini comme une sensation déplaisante qui provoque le besoin de se
gratter. Il émerge depuis peu la notion de pruricepteurs, récepteurs spécifiques
permettant de percevoir le prurit, mais leur distinction de la famille des récepteurs
nociceptifs reste encore débattue (LaMotte et al., 2014; Misery, 2014a; Misery and
Stander, 2010). En effet, ces pruricepteurs utilisent les fibres intra-épidermiques de
type Ad et surtout celles de type C (Potenzieri and Undem, 2012; Schmelz et al.,
1997, 2003). lls sécrétent des neuropeptides : la substance P (SP), le « calcitonin
gene related peptide » (CGRP) et le « vasoactive intestinal peptide » (VIP) (Ikoma et
al., 2006; Misery et al., 2014; Wallengren, 2005).

En 1997, Martin Schmelz montrait que I'histamine pouvait induire un prurit grace a
activation de terminaisons nerveuses trés spécifiques, que I'on peut qualifier de
pruricepteurs (Schmelz et al., 1997). Les effets pruritogénes de I'histamine passent
essentiellement par la liaison de I'histamine a son récepteur histaminergique 1 (H1)
et dans une moindre mesure par H2 et H4. A l'inverse, sa fixation sur le H3 inhibe le
prurit. L’absence d’efficacité des anti-histaminergiques dans certains prurits laisse
croire qu’il existe d’autres voies indépendantes de [I'histamine, dites non-

histaminergiques (Misery, 2014a; Misery et al., 2014).
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Depuis peu, le réle des protéases (trypsine, papaine, kallicréine, cathepsine G,
thrombine etc.) dans linduction du prurit a été clairement établi. En effet, leur
récepteur, PAR-2 (récepteur activé par des protéases de type 2), a été défini comme
la deuxiéeme grande voie d’activation du prurit (Misery, 2014a; Misery et al., 2014;
Steinhoff et al., 2003b; Tsuijii et al., 2008). Il a également été identifi€ comme un
acteur important dans de nombreuses pathologies cutanées inflammatoires : le
psoriasis, la DA et le SN (Asfaha et al., 2007; Briot et al., 2010; Fu et al., 2014;
Gouin et al.,, 2015a; Lee et al.,, 2010a). Plus récemment, le récepteur PAR-4 a
également été montré comme étant impliqué dans le prurit et 'INC (Asfaha et al.,
2007; Fu et al., 2014; Misery, 2014a; Misery et al., 2014). Ces deux PARs seront
présentés ultérieurement dans un article de revue dans la partie Introduction 11.B.1.
De nombreux autres médiateurs tels que la SP, la sérotonine, la « thymic stromal
lymphopoietin » (TSLP), I'lL-2, I'lL-31, 'lFN- y et la prostaglandine E2 sont connus
pour déclencher un prurit (Misery, 2014a; Misery et al., 2014; Wilson et al., 2013a).

L’'implication de canaux ioniques ou d’autres récepteurs spécifiques du prurit
émergent peu a peu. Les canaux TRPV1 et TRPA1 ont été identifiés comme
participant directement ou indirectement au déclenchement d’un prurit ainsi que
dans l'inflammation cutanée (voir Introduction 11.B.2.) (Jian et al., 2016; Wilson et al.,
2013a, 2013b; Yun et al.,, 2011). Il a récemment été démontré l'implication de
nouveaux récepteurs cellulaires du prurit non-histaminergique, les « Mas-related G
protein-coupled receptor » (MRGPR), dont les membres MRGPA3, MRGPRC11 et
MRGPRX1 ont clairement été identifiés comme étant impliqués dans le prurit et
linflammation (LaMotte et al., 2014; McNeil and Dong, 2014; Solinski et al., 2012;
Wilson et al., 2011) . Il s’agit de récepteurs couplés a la protéine G qui sont activés
par des pruritogenes comme la chloroquine et la « bovine adrenal medulla 8-22 »
(BAMS8-22) (Figure 7). Le rble de ces récepteurs dans l'inflammation cutanée et le
prurit sera détaillé plus précisément dans larticle de point de vue dans la partie

Introduction 11.B.1.
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Figure 7. Représentation des voies du prurit : du récepteur au SNC.
La présence simultanée de récepteurs sur la terminaison nerveuse n’est pas démontrée et est peu
probable ; tous ces récepteurs ont été figurés sur la méme cellule par simplification (Misery, 2014a).

Moelle épiniére

3. Interactions neuro-cutanées

Les fibres nerveuses intra-épidermiques interagissent directement ou indirectement
avec les cellules cutanées et les cellules du systeme endocrinien, lymphatique et
immunitaire. Ces communications ont conduit a la définition d’un systéme neuro-
immuno-endocrino-cutané (SNIEC) (Bayliss, 1901; Boulais and Misery, 2008;
Brazzini et al., 2003; Jancsé et al., 1967; Misery, 1997; Roosterman et al., 2006).
Pour fonctionner, ce systéme nécessite un langage commun constitué de molécules
de différentes natures : les neuromédiateurs, les cytokines et des facteurs de
croissance. Ces molécules sont synthétisées et libérées par les cellules de la peau
ainsi que par les terminaisons nerveuses intra-épidermiques. Elles agissent sur elles
mémes et sur les cellules voisines exprimant les récepteurs de ces molécules
(Boulais and Misery, 2008; Chéret et al., 2013; Gouin et al., 2015a; Misery, 1996;
Roosterman et al., 2006).
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De nombreux neuromédiateurs peuvent étre sécrétés au sein de la peau par ces
fibres nerveuses intra-épidermiques. Ces molécules agissent sur le maintien de
’homéostasie de la peau, I'INC, le prurit ainsi que dans l'organisation et le
renouvellement de I'épiderme (Birklein and Schmelz, 2008; Chéret et al., 2013;
Dallos et al.,, 2006; Gouin et al., 2015a; Roosterman et al., 2006). Ces
neuromédiateurs sont des neuropeptides (SP ; neurokinines A et B ; CGRP ; VIP ;
somatostatine, «Gastrin-Releasing Peptide» (GRP); neuropeptide Y (NPY);
neurotensine, bradykinine ; acétylcholine ; catécholamines; endorphines;
enképhalines), des neurohormones (prolactine ; mélanotropine ; «Melanocyte
Stimulating Hormone» (MSH) ; corticotropine ; «AdrenoCorticoTropic Hormone»
(ACTH)) ou des neurotrophines («Nerve Growth Factor» (NGF) ; neurotrophines-3 et
-4 (NT-3 et -4) ; « Brain Derived Neurotrophic factor » (BDNF)).

Les cellules épidermiques et dermiques de la peau peuvent également produire des
neuromédiateurs, des enzymes (MMPs, protéases) (Briot et al., 2009; Chéret et al.,
2013; Gouin et al., 2015a; Lee et al., 2010a, 2008), des neurotrophines (NGF), des
cytokines (IL-6 et -8) (Chéret et al.,, 2013; Gouin et al., 2015a), des chémokines
(CXCLs) (Takei-Taniguchi et al., 2012) et des facteurs de croissance (NT-3 et
semaphorine 3A (Sema3A)) (Chéret et al., 2013; Gouin et al., 2015a; lkezawa et al.,
2010; Ji et al., 2002; Roosterman et al.,, 2006; Tang et al., 2004; Tominaga and
Takamori, 2014). Ces médiateurs solubles régulent l'innervation cutanée et la
réponse inflammatoire. Le NGF et la NT-3 permettent la repousse nerveuse,
I’arborisation des terminaisons nerveuses sensorielles, la survie et le maintien des
neurones. La Sema3A est un agent chemorépulseur qui inhibe la croissance
neuronale. L’ensemble des ces médiateurs régule ’hnoméostasie de l'innervation

cutanée par des mécanismes d’attraction et de répulsion.

En cas d’inflammation, les cellules immunitaires en transit ou présentes
constitutivement dans la peau, peuvent s’activer sous l'action de ces médiateurs
sécrétés par les terminaisons nerveuses sensorielles et les cellules de la peau. Ce
processus conduit a une seconde vague de libération de cytokines et
neuromédiateurs, issus des cellules immunitaires, qui engendrent une boucle

d’amplification de I'inflammation (Chéret et al., 2013; Gouin et al., 2015a).
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B. Inflammation Neurogéne Cutanée
1. Définition et principaux acteurs impliqués dans I'INC (Article 1)

La définition de I'INC ainsi que le rle des PARs et des Mrgpr dans la régulation des
médiateurs de l'inflammation et, par conséquent, dans I'auto-entretien de I'INC ont
été présentés dans un article de «viewpoint» publié dans Experimental

Dermatology.
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Self-maintenance of neurogenic inflammation contributes to a

vicious cycle in skin
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Abstract: Cutaneous neurogenic inflammation (CNI) is frequently
associated with skin disorders. CNI is not limited to the
retrograde signalling of nociceptive sensory nerve endings but can
instead be regarded as a multicellular phenomenon. Thus, soluble
mediators participating in communication among sensory nerves,
skin and immune cells are key components of CNI. These
interactions induce the self-maintenance of CNI, promoting a
vicious cycle. Certain G protein-coupled receptors (GPCRs) play a
prominent role in these cell interactions and contribute to self-
maintenance. Protease-activated receptors 2 and 4 (PAR-2 and
PAR-4, respectively) and Mas-related G protein-coupled receptors

(Mrgprs) are implicated in the synthesis and release of
neuropeptides, proteases and soluble mediators from most
cutaneous cells. Regulation of the expression and release of these
mediators contributes to the vicious cycle of CNI. The authors
propose certain hypothetical therapeutic options to interrupt this
cycle, which might reduce skin symptoms and improve patient
quality of life.
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Neurogenic inflammation, which is classically associated with the
release of neuropeptides from sensory nerve endings via antidro-
mic conduction, is initially acute(1-3). Excessive release of
neuropeptides, such as substance P (SP)(2,4-6), calcitonin gene-
related peptide (CGRP)(1,6-11) and gastrin-releasing peptide
(GRP)(12), induces skin inflammation(3,11,13). Increases in the
interstitial concentration of neuropeptides within the skin affect
neighbouring target cells, including keratinocytes, mast cells, neu-
trophils and fibroblasts(4,7,14,15) (Fig. 1). This phenomenon dis-
rupts the homoeostasis of the skin by favouring acute positive
feedback loops of communication between sensory nerves, skin
and immune cells. Excessive release of neuropeptides results in a
pro-inflammatory feedback loop that is associated with abnormal
skin growth, differentiation and immunomodulation.

Therefore, it is difficult to accept that cutaneous neurogenic
inflammation (CNI) is limited to only the induction of inflamma-
tion by sensory nerves; instead, CNI appears to involve the activa-
tion of a multicellular network with multiple, multidirectional
interactions (Fig. 1). After exogenous or endogenous inflamma-
tory stimulation, skin and immune cells can also release a substan-
tial amount of soluble mediators, including proteases,
neuropeptides, neurotrophins(7), cytokines(5,14,16) and prosta-
noides(17). In turn, these mediators may stimulate or activate sen-
sory nerve endings and other cells. This process contributes to an
abnormal increase in soluble mediators and neuropeptides in the
skin from these cells that initiate positive feedback loops to
enhance the inflammatory process.

Thus, intense and narrow communication among sensory nerve
endings, skin and immune cells contributes to the self-mainte-
nance of CNI, leading to a vicious cycle of processes and resulting
in chronic inflammation(15) (Fig. 2). G protein-coupled receptors

(GPCRs) play several roles in these inflammatory processes. The
ability to disrupt this vicious cycle may help to alleviate the
inflammatory symptoms in the skin.

Proteases, neuropeptides and other soluble mediators regulate
cellular expression and the secretory profile of neighbouring target
cells. Classically, the release of these mediators is dependent on an
increase in intracellular calcium(4,18). Specific calcium channels
are involved in the calcium increase that occurs after GPCR acti-
vation. Five specific GPCRs that are known to be involved in sev-
eral skin disorders are key components of CNI: protease-activated
receptors 2(19-21) and 4(19,22) (PAR-2 and PAR-4, respectively)
and Mas-related G-coupled protein receptors Cl1, A3 and X
(MrgprCl11, MrgprA3 and MrgprX, respectively). Calcium chan-
nels such as the nociceptive transient receptor potential vanilloid
1(4,23-26) (TRPV1) and transient receptor potential ankyrin 1
(1,26-30) (TRPA1) co-localize with PARs(19,22,31) and Mrgprs
(32,33). TRP channels are directly associated with calcium influx.
Thus, an outstanding question concerns how GPCRs enhance CNI
by affecting the release of soluble mediators and gene expression
in sensory nerves, skin and immune cells.

Role of PARs

PAR-2 is involved in pruritus and many skin diseases such as ato-
pic dermatitis(34,35). PAR-4 causes oedema formation(36), leuco-
cyte recruitment(37) and analgesia(31,38,39); however, its role in
sensory nerves remains unclear. PAR-2 and PAR-4 are expressed
on many cutaneous cells and are activated by proteases, which are
the first molecules released at the site of injury. These endogenous
proteases can be released by mast cells, keratinocytes, fibroblasts,
T cells, basophils, eosinophils and neutrophils. Moreover, exoge-
nous proteases can be released by foreign organisms such as bacte-
ria or fungi(19,34,40,41). The differing localizations of PAR-2 and
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Figure 1. Traditional representation of cutaneous neurogenic inflammation: an
unambiguous phenomenon.

Tomgraso Petory

Figure 2. Proposed representation of CNI: the induction and self-maintenance of
skin inflammation by a neurogenic mechanism.

PAR-4 on cutaneous cells could be linked to the different roles of
these receptors. In particular, PAR-2 and PAR-4 are co-expressed
on endothelial cells and sensory nerves. PAR-2 is found on ker-
atinocytes, mast cells, neutrophils and DCs(21,42-44), whereas
PAR-4 is expressed at high levels on platelets(22,37,45) but not on
keratinocytes(46).

On sensory nerves, both PARs co-localize with neuropeptides
such as CGRP and SP(19,47,48) and are regarded as activators or
sensitizers of TRPs(49-51). PAR-2(44) and PAR-4(31) induce the
release of these neuropeptides. In addition, PAR-2 mediates pro-
tease degranulation in dermal mast cells(52), as well as the release
of soluble mediators (IL-8 and thymic stromal lymphopoietin
(TSLP))(16,22,43,53,54) from keratinocytes. PAR-2 is known to
promote IL-6 and IL-8 in endothelial cells(55). In addition to the
aforementioned functions, PAR-2 is mainly involved in cellular
secretion(53,55), whereas the role of PAR-4 remains unclear in
secretory profiles of cutaneous cells(55). Both PAR-2 and PAR-4
may support the concept of a CNI-related vicious cycle by increas-
ing plasma extravasation and cutaneous cell communication
(Fig. 2). However, PARs not only have secretory roles in CNI pro-
cesses but also act as gene regulators.

Indeed, in many reports, PAR-2 and PAR-4 have been shown
to regulate CNI-related gene expression in cutaneous cells. PAR-2

contributes to immune cell mobilization by upregulating I1-6 and
IL-8 expression in endothelial cells(55). In the same cells, pro-
tease-mediated PAR-4 activation contributes to leucocyte recruit-
ment. In this process, PAR-4 upregulates the expression of soluble
mediators or adhesion molecules via the NF-kB/p38 MAPK path-
way(56). Studies have demonstrated that PAR-4 regulates neu-
ropeptides in sensory nerves by affecting p-ERK1/2. In fact, PAR-4
contributes to the reinforcement of neurosecretory profiles by
upregulating CGRP mRNA and peptide expression(47). In sensory
nerves, studies have demonstrated that soluble mediators may
affect PAR expression levels. Thus, pro-inflammatory IL-1f(57)
and capsaicin(58) induce PAR-4 upregulation in sensory nerve
endings by affecting PKC and TRPV1, respectively. This process
could contribute to the increasing sensitivity of sensory nerves to
proteases, facilitating the induction of CNIL In mouse platelets,
PAR-4 mediates calcium mobilization and IP3/PKC activation,
promoting platelet aggregation(59). However, no evidence has
been found to indicate that PAR-4 modulates gene expression in
these cells. PAR-2 modulates keratinocyte adherence and mobility,
and PAR-2 agonists cause the activation and nuclear translocation
of the pro-inflammatory transcription factor NF-xB in ker-
atinocytes from humans with atopic dermatitis. NF-kB upregulates
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)(22,43,53,60). In addi-
tion, PAR-2 activation breaks tight junctions via the p38 MAP
kinase (p38 MAPK)(61), suggesting that PAR-2 can induce barrier
instability and thereby create openings for new exogenous induc-
ers of CNI. Both PAR-2 and PAR-4 could enhance or maintain a
CNI-related vicious cycle by upregulating specific pro-inflamma-
tory genes, although these genes have not yet been completely
described.

One study provides a good illustration of how PAR-2 can act
as a major facilitator of communication between cutaneous cells
and regulators of gene expression. On keratinocyte, PAR2 med-
iates interaction between stromal interaction molecule 1(STIM1)
and calcium release-activated calcium modulator 1 (ORAI1). This
process promotes an intracellular calcium increase. This process
contributes to the expression of the TSLP gene and the release of
TSLP into the cutaneous plasma. TSLP then affects TRPA1 in sen-
sory nerves via PKC, contributing to the release of neuropeptide
(16,54). This study provides the first demonstration that activation
of PAR-2 is associated with not only exocytosis but also the up- or
downregulation of CNI-related gene expression. Other intriguing
findings from the aforementioned study include the determination
of genes that can be regulated by PAR-2 and how these genes
affect sensory nerves. These data support the idea that CNI does
not have a single inducer, but each cell can affect other cells. More
interestingly, these data indicate that GPCRs can regulate the
release of neuropeptides and soluble mediators through different
intracellular pathways.

Role of Mrgprs

Current research has been focused on the Mrgpr family, which is
divided into nine distinct subfamilies: MrgprA to MrgprH and
MrgprX(62,63). Mrgprs are involved in histamine-independent
itch pathways that are activated by pruritogens such as
chloroquine (CQ)(64) and bovine adrenal medulla 8-22 (BAM 8-
22)(27,32,33). In particular, three Mrgprs are known to be
involved in peripheral itch transduction and the scratching
response: MrgprA3, MrgprCll and MrgprX1(32,33,50,65-67).
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MrgprA3 and MrgprCl1 were the first members of the Mrgpr
family to be discovered on sensory nerves. MrgprA3 and Mrg-
prCl1 respond to CQ and BAMS-22, respectively. Subsequently,
MrgrpX1 expression was detected on mast cells; to date, this phe-
nomenon is the only known instance of Mrgpr expression on
non-neuronal cells(68). Mrgpr member activation on these cells is
strongly associated with the temptation to scratch an itch. Scratch-
ing can lead to skin lesions and consecutive degradation of the
skin barrier. This loss of skin homoeostasis promotes mast cell
and neutrophil degranulation followed by keratinocyte and sen-
sory nerve activation.

Studies have demonstrated that MrgprA3 and MrgprCl1 are sen-
sitizers of TRPV1 and TRPA1 channels(32,33) in sensory neurons.
In addition, both of these Mrgprs co-localize with various neu-
ropeptides (GRP, SP and CGRP)(64) and the vesicular glutamate
transporter VGlut2(32,63,65). These findings support the roles of
Mrgprs in the secretory profiles of sensory nerves. We believe that
both Mrgprs can play other central roles in CNI and itch by induc-
ing the release of neuropeptides, soluble mediators and proteases.
Mrgprs do not play the same roles in CQ- and BAM 8-22-mediated
itches. Moreover, in pharmacological or genetic models, these drug-
mediated itches can be abolished by knocking down TRPA1(33,64).
The results of another study reinforced these data by demonstrating
that CQ and BAM 8-22 induced the opening of TRPAI but not
TRPV1 via MrgprA3 and MrgprC11(33). Although TRPALI is acti-
vated by MrgprA3 and MrgprCl1, no data have demonstrated an
association of TRPAI with the secretory profiles of cutaneous cells.
However, only MrgprX1 has been reported to promote neuropep-
tide release by PKC and TPPV1 induction in an F11 cell line that
stably overexpresses MrgprX1. In addition, MrgprX1 activation
results in the degranulation of mast cells(69). Release of the afore-
mentioned proteases could induce the activation of other cutaneous
cells through PAR activation. In accordance with this description,
we suggest that Mrgprs involved in the activation of sensory neu-
rons and mast cells play central roles in communication among sen-
sory nerves, skin and immune cells.

Although the roles of Mrgprs in gene regulation have not been
studied intensively, one publication has led us to believe that they
are implicated in these functions. Although MrgprX1 mediates the
release of the endogenous agonist chemokine ligand 2 (CCL2) in
mast cell lines, MrgprX1 also upregulates the chemokine receptor
2 (CCR2) in sensory nerves(69). Interestingly, CCL2 is an agonist
of CCR2, which suggests that MrgprX1 sensitizes sensory nerves
to CCL2. This theory is supported by findings indicating that
CCL2 sensitizes TRPV1 via CCR2 and promotes neuropeptide
release(70). All of the aforementioned mechanisms reinforce or
enhance inflammation and induce a vicious cycle of CNI.
Conclusions
After considering all of the above data, it is necessary to recapitu-
late how PARs and Mrgprs most likely have central roles in the
cyclic amplification and self-maintenance of CNI. The activation
of PARs and Mrgprs leads to the release of neuropeptides and
other soluble mediators from sensory nerves, skin and immune
cells; these mediators then act on neighbouring target cells. For
example, the activation of PAR-2 on sensory nerves by an exoge-
nous protease contributes to the release of SP and CGRP. These
neuropeptides directly affect mast cell degranulation associated
with protease release(71). Proteases contribute to the release of
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neuropeptides from sensory nerves by acting on PAR-2. Thus, the
cycle has returned to its starting point, and the self-maintenance
of CNI has been established.

One skin disease might be a good model to study the CNI
process: Netherton syndrome (NS), which is a rare and severe
autosomal recessive skin disease characterized by chronic skin
inflammation, eczematous-like lesions, congenital exfoliative ery-
throderma and atopic manifestations(34, 72, 73). NS is caused
by the loss-of-function of the serine protease inhibitor Kazal-type
5 (Spink5) gene, which encodes the protease inhibitor lymphoep-
ithelial Kazal-type-related inhibitor (LEKTI). This deficiency in
LEKTI results in an uncontrolled activity of serine proteases
expressed in the skin, in particular KLKS5, which initiates a bio-
logical cascade resulting in skin inflammation and allergy in
which PAR-2 plays a major role. The activation of PAR-2 pro-
motes NF-kB translocation and consecutive overexpression of
TSLP, ICAM1 TNF-o, and IL-8 in keratinocytes from patients
with NS and in the epidermis of Spink5(-/-) embryos(34, 73).
These pro-inflammatory soluble mediators act on sensory neu-
rons to stimulate the release of neuropeptides that induce CNI
(16). In addition, the direct activation of these sensory neurones
expressing both PAR-2 and PAR-4 should not be ruled out. This
dual activation pathway of neuropeptide release may partly
explain the chronicity of CNI in patients with NS. Furthermore,
Spink5/PAR-2 double-knockout mice are characterized by a sev-
ere decrease in TSLP in the epidermis(54). Thus, by decreasing
the TSLP-mediated sensory nerve activation, it is not impossible
to control and abolish pruritus symptoms in patients with NS.
Taken together, the NS could be a good model to study PAR-2-
mediated CNI self-maintenance in keratinocytes and probably in
Sensory nerves.

To summarize this perspective, it would be wise to regard CNI
as a multidirectional, multicellular and very interactive phe-
nomenon that is rather similar to the unambiguous induction of
inflammation by sensory nerve endings. Consequently, a cyclic
amplification and self-maintenance of CNI occur in the skin.
GPCRs (PARs and Mrgprs) help to enhance this self-maintenance
and promote a vicious cycle. A better understanding of these
interactions in the CNI network may aid in elucidating novel and
interesting therapeutic approaches. Different means of interrupting
the vicious CNI cycle, such as by affecting GPCRs, intracellular
calcium increase or soluble mediators, may be proposed. The
abrogation of this circle by targeting PAR-2 and PAR-4 or Mrgprs
could represent a promising therapeutic option. This approach
could block CNI in different ways, including by blocking either
the initial induction or the self-maintenance of CNI. GPCR antag-
onists can downregulate the expression of pro-inflammatory sol-
uble mediators and the secretion of these mediators from sensory
neurons, skin and immune cells. In the case of patients with NS,
the injection or application of the LEKTI-like protease inhibitor
could result in a pronounced decrease in KLK5 in the epidermis.
In these patients, PAR-2 seems to play a complex role. Therefore,
the inhibition of PAR-2 could terminate these processes and thus
contribute to the recovery of skin barrier homoeostasis and per-
meability, which may reduce inflammatory skin symptoms. This
inhibition could halt neutrophil recruitment and maintain skin
barrier homoeostasis. Thus, this approach could contribute to a
decrease in skin symptoms.
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Another treatment option involves the regulation of intracellu-
lar calcium by blocking increases in calcium. This approach relies
on the finding that activation of PAR and Mrgpr is strongly asso-
ciated with the activation and opening of calcium channels,
including TRP and ORAIL. TRP or ORAII antagonists can be
valuable therapeutic agents. The recovery of ionic stability could
also be a promising therapeutic approach for the regulation of cal-
cium. This idea could help to explain why thermal waters can
have beneficial effects on certain skin disorders with neurogenic
components(74, 75). The propriety of thermal water has been
demonstrated in a psoriasis-like murine model. In this model, the
use of thermal water in a balneotherapy suppressed important
pro-inflammatory cytokines in the pathogenesis of psoriasis,
including the lesional cytokines IL-23 and IL-17A(75). Thermal
water was also found to antagonize the effects of SP on the cyto-
toxic activity of bacteria in keratinocytes(74). Taken together,
thermal water could act on the skin and rescue skin homoeostasis.
However, the effects of thermal water remain unclear and require

further investigation as an alternative treatment. The final option
could involve disrupting intracellular communications among sen-
sory nerves, skin and immune cells. For example, the modulation
of TSLP secretion from keratinocytes or blocking TSLP receptors
on sensory nerves could aid in decreasing or terminating the
vicious cycle and self-maintenance associated with CNI.
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2. Réle des TRPs et de leur sensibilisation dans I'INC (Article 2)

L’ensemble des mécanismes d’activation et de sensibilisation de TRPV1 et TRPA1
par des molécules de [linflammation dans [Iinduction, I'entretien et [l'auto-
amplification de I'INC a fait 'objet de nombreuses études in vitro et in vivo. Les
résultats obtenus sur le réle de ces deux canaux dans la régulation des médiateurs
de linflammation et 'auto-entretien de I'INC ont été repris dans un article de revue

soumis et accepté avec des corrections mineures dans le journal Protein&Cell.
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Abstract

Cutaneous neurogenic inflammation (CNI) is inflammation that is induced (or
enhanced) in the skin by the release of neuropeptides from sensory nerve endings.
Clinical manifestations are mainly sensory and vascular disorders such as pruritus
and erythema. Transient receptor potential vanilloid 1 and ankyrin 1 (TRPV1 and
TRPA1, respectively) are non-selective cation channels known to specifically
participate in pain and CNI. Both TRPV1 and TRPA1 are co-expressed in a large
subset of sensory nerves, where they integrate numerous noxious stimuli. It is now
clear that the expression of both channels also extends far beyond the sensory
nerves in the skin, occuring also in keratinocytes, mast cells, dendritic cells and
endothelial cells. In these non-neuronal cells, TRPV1 and TRPA1 also act as
nociceptive sensors and potentiate the inflammatory process. This review discusses
the role of TRPV1 and TRPA1 in the modulation of inflammatory genes that leads to
or maintains CNI in sensory neurons and non-neuronal skin cells. In addition, this
review provides a summary of current research on the intracellular sensitization
pathways of both TRP channels by other endogenous inflammatory mediators that

promote the self-maintenance of CNI.
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1. Introduction
1.1. CNI definition, induction and self-maintenance

Cutaneous neurogenic inflammation (CNI) is the inflammation induced (or enhanced)
by an excessive release of neuropeptides such as calcitonin gene-related peptide
(CGRP) and tachykinins (mainly substance P, SP) in the skin from locally or
antidromically activated sensory nerve endings (Gouin et al., 2015b; Herbert and
Holzer, 2002; Roosterman et al., 2006).

CNI can be induced through the direct activation of receptors on sensory nerve
endings by mechanical skin injuries and other exogenous stimuli, such as exposure
of the skin to injurious heat or cold, ultraviolet (physical factors), chemical irritants or
allergens. Endogenous stimuli, including osmotic or pH changes in the skin, can also
initiate CNI (Herbert and Holzer, 2002; Roosterman et al., 2006). The released
neuropeptides act on skin cells that express cognate neuropeptide receptors,
including microvascular cells and resident mast cells, leading to degranulation,
vasodilation and extravasation of plasma proteins and leukocytes. Some clinical
manifestations of acute CNI are localized pruritus, redness, heat and edema
(Herbert and Holzer, 2002; Roosterman et al., 2006; Teresiak-Mikotajczak et al.,
2013). Moreover, neuropeptides and mast cell-released mediators can act on other
neighboring target cells, including keratinocytes, dendritic cells, neutrophils and
fibroblasts, leading to the disruption of skin homeostasis, with abnormal skin growth,
differentiation and/or immunomodulation (Patricio et al., 2015; Shim et al., 2007;
Trevisani et al., 2007; Wilson et al., 2013a). Furthermore, a variety of neurotrophic
(e.g. nerve growth factor, NGF) or inflammatory mediators (e.g. proteases,
histamine, cytokines, prostanoids) or endocannabinoids (e.g. anandamide) released
by skin cells/nerve fibers or chemoattracted cells are able to further activate or
sensitize these sensory receptors (Briot et al., 2009; Vellani et al., 2010; Roosterman
et al., 2006; Riol-Blanco et al., 2014; Wilson et al., 2013a; Wei et al., 2012). Such
positive feedback loops contribute to the enhancement of the inflammatory process
and thus to self-maintained CNI (Gouin et al., 2015b). Therefore, CNI appears to be
a multi-cellular network with multiple, multi-directional interactions leading to a
vicious circle of processes that results in chronic inflammation (Gouin et al., 2015b).

Indeed, CNI is frequently involved in chronic inflammatory skin disorders, including
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psoriasis, atopic dermatitis (AD) (Kubanov et al., 2015; Smolyannikova et al., 2015),
sensitive skin (Costa et al., 2014), rosacea (Kirk¢ioglu and Alaybeyi, 1991; Salem
et al., 2013), and hypertrophic scars (Akaishi et al., 2008; Kwak et al., 2014).

1.2. Role of PARs and TRPs

Although the exocytosis of neuropeptides from large dense-core vesicles differs from
that of classical neurotransmitters from small clear vesicles, it is also triggered by a
rise in the cytosolic Ca®* concentration (Huang and Neher, 1996; Jans et al., 2004;
Zupanc, 1996). Two primary pathways lead to increased Ca®* concentration in the
cytosol, the Ca®* influx associated with the opening of plasmalemmal Ca®* channels
and the Ca®' released from intracellular stores (the endoplasmic reticulum and
mitochondria). In addition to voltage-gated Ca®* channels, cutaneous sensory nerves
express cationic channels and G protein-coupled receptors (GPCRs), the activation
of which can lead directly or indirectly to an increase in cytosolic Ca?*. In addition to
the induction of neuropeptide release, an increase in cytosolic Ca** can also drive
the regulation of the expression of several inflammatory genes, such as those
encoding neuropeptides, cytokines, growth factors, prostaglandins (PG), and matrix
metalloproteinases (MMPs), which have a possible role in chronic cutaneous

inflammation.

Interestingly, cationic channels expressed by cutaneous nerve endings include some
transient receptor potential (TRP) channels known to be involved in neuropeptide
exocytosis and skin disorders that have neurogenic mechanisms. In this review we
focus on two of these channels including TRPV1 and TRPA1 (TRP subfamily
vanilloid 1 and TRP subfamily ankyrin 1, respectively) (Boillat et al., 2014; Horvath et
al., 2015; Wei et al., 2010; Xie, 2009). Other TRP channels has also been found to
be involved in CNI such as TRPV3 (Lin et al., 2012) and TRPV4 (Zhao et al. 2014;
Rajasekhar et al. 2015; Akiyama et al. 2016; Kim et al. 2016). In addition, the
sensory nerves in the skin also express GPCRs, of which the protease-activated
receptor (PAR) family in particular is known to be involved in CNI, especially PAR-2
and PAR-4 (Cocks and Moffatt, 2000). Thus, TRPV1, TRPA1, PAR-2 and PAR-4 are
associated not only with a rise in the intracellular Ca®* concentration (iCa®*) with the
subsequent exocytosis of neuropeptides but also with pro-inflammatory gene

expression (Figure 1). Moreover, following the activation of one of these receptors,
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intracellular pathways can lead to the sensitization of one of these channels. In
addition to their expression by sensory nerves, TRPV1, TRPA1, PAR-2 and PAR-4
are found in resident skin cells or cells recruited during CNI. Thus, they could
contribute to the intense and narrow communication within the skin between sensory
nerve endings, skin and immune cells. This review discusses the role of TRPV1 and
TRPA1 activation or signaling pathways associated with their sensitization in the
self-maintenance of CNI through the induction of a pro-inflammatory response in the

skin.

2. TRPV1

2.1. A cationic channel with multiple direct roles in CNI induction and self-
maintenance

TRPV1 is a nociceptive cationic (mainly Ca®") channel responsive to high
temperature (>43°C) (Boillat et al., 2014). In addition to excessive heat, various
exogenous and endogenous triggering factors can directly activate or sensitize
TRPV1 (Table 1). TRPV1 was initially described in cutaneous C- and Ad-type
sensory nerve endings, where it plays a critical role. High temperature and capsaicin
have been demonstrated to activate sensory nerves and induce neurogenic
inflammation (Jancsé et al. 1967; Caterina et al. 1997). Indeed, TRPV1 activation by
these direct activators allows the entry of Ca?, leading to the release of
neuropeptides, including SP (Andreev et al., 2012) and CGRP (Boillat et al., 2014),
that control edema and can induce (or enhance) neurogenic inflammation
(Roosterman et al.,, 2006; Steinhoff et al., 2003b; Szallasi and Blumberg, 1989;
Vincent et al.,, 2013; Zygmunt et al., 1999). Furthermore, endogenous mediators
produced or released during CNI (eicosanoids, acidosis, ATP, histamine, bradykinin,
NGF) that further sensitize or activate TRPV1 on skin nerve terminals contribute to
the self-maintenance of CNI (Roosterman et al., 2006). Moreover, TRPV1 was found
to be expressed in skin cells (keratinocytes, dermal mast cells, dendritic cells,
sebocytes, dermal blood vessels, hair follicles and sweat glands), where it acts as a

pain and chemical sensor (Stéander et al., 2004).
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Factors

| Pathways of activation

Reference

Exogenous activators of TRPV1™:

High temperature (>43°C)
Protons (pH<5.9)

Ultraviolet

Direct activation :

Vanilloids:

-olvanil
-resiniferatoxin
Natural substances:
-camphor

-piperin

-capsaicin

-Inward current

-iCa®* elevation

-Neuropeptide release
-Inflammatory mediator release

(Boillat et al. 2014)
(Caterina et al. 1997)
(Tominaga et al. 1998)

(Lee et al. 2009, 2011)

(Caterina et al. 1997)
(Szallasi and Blumberg 1989)

Endogenous activators of TRPV1:

Anandamide

AAP metabolites:

Direct activation :

(Smart et al. 2000)
(Zygmunt et al. 1999)

'gADf‘C -Inward current

-ODA a2t X

y . ;\?a elev%g"“ | (Huang et al. 2002)
ipooxygenase products: -Neuropeptide release Hws ¢ al. 2000

-HPETE® -Inflammatory mediator release (Hwang et al. )

-15-HPETE'

-LTB4®

DAG" ) Phosphorylation of TRPV1 (Jung et al. 2004)

CAMKIT (S502 and T704) (Woo et al. 2008)

PIPY Binding the extracellular leaflet (site: 777-820) (Senning et al. 2014)

(Ufret-Vincenty et al. 2015)

Indirect activators/sensitizers of TRPV1:

Bradykinin BK2RP (GPCRY) (Chuang et al. 2001)
Growth factors (e.g. NGF*) | RTK" (Vellani et al. 2001)
PgE2' EPR’* (GPCR) (Zhang et al. 2008)
t (Amadesi et al. 2004, 2006)
Proteases PAR-2 and PAR-4' (GPCR) (Vellani et al. 2010)
Serotonin 5-HTR" (GPCR) (Sugiura et al. 2002)
. . v (Jian et al. 2016)
His HIR H4R PCR
istamine and (GPCR) (Shim et al. 2007)
m w (Numazaki et al. 2002)
ATP P2ZYIR™ (GPCR) (Tominaga et al. 2001)
L . (Anand et al. 2008)
TRPAI" gﬁZsf:gggéeﬁgi‘;‘; o (Alpizar et al. 2013)
& (Spahn et al. 2014)
(Burgess et al. 1989)
DAG Indirectly by PKC* activation (Chuang et al. 2001)

(Cesare et al. 1999)

Inhibitors/desensitizers of TRPV1:

Calcineurin®

iCa**-dependent dephosphorylation of TRPV1

(Docherty et al. 1996)
(Jeske et al. 2006)
(Patwardhan et al. 2006)

(Senning et al. 2014)

. 2.
iCa™ second messenger

PIP2 Binding the intracellular leaflet (site: 777-820) | (Woo et al. 2008)
(Chuang et al. 2001)
TRPAI Physical interaction or (Akopian et al. 2007)

(Patil et al. 2010)

Table 1: Endogenous and exogenous agonists involved in TRPV1 and activation, sensitization

and inhibition.

® transient receptor potential vanilloid 1; ® arachidonic acid; ° N-arachidonoyl-dopamine ; d N-oleoyl
dopamine; ° 12-hydroperoxyeicosatetraenoic acid; f15-hydrop.eroxy-eicosatetraenoic acid; 9 leukotrien
B4: " diacylglycerol; ' Ca**/calmodulin-dependent kinase 1I; ! phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate;

(iCa®") intercellular Ca®*;

nerve growth factor; ' prostaglandin E2; ™ adenosine triphosphate;

n

transient receptor potential ankyrin 1; ° protein phosphatase 2B; ” bradykinin B2 receptor; ° G protein-
coupled receptor; " receptor tyrosine kinase; ° E prostanoid receptor; tprotease-activated receptor-2
and 4; “ 5-hydroxytryptamine receptor; ¥ histamine receptors 1 and 4; " purinergic P2Y1 receptor; *

protein kinase C.
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2.2. TRPV1 sensitization/desensitization by endogenous modulators following
intracellular pathway activation

2.2.1. Intracellular pathways of TRPV1 sensitization

The TRPV1 sensitization process is an intracellular mechanism that facilitates the
gating of the channel or strengthens the currents evoked during the subsequent
activation of TRPV1. The structure of TRPV1 was obtained by high-resolution cryo-
electron microscopy (cryo-EM) and revealed multiple intracellular regulatory domains
(Liao et al., 2013). Indeed, TRPV1 is a polymodal receptor whose sensitization and
endogenous regulatory pathways act via phosphorylation sites for kinases such as
protein kinases C and A (PKC and PKA) and Ca?*/calmodulin dependent kinase |
(CAMKII). PKC phosphorylates and sensitizes TRPV1 at the S502 and S800
phosphorylation sites (Bhave et al., 2003; Numazaki et al., 2002). The PKA
phosphorylation sites S116, T370, S502 and T144 appear to sensitize TRPV1 and
prevent its desensitization upon the repeated application of capsaicin (Amadesi et
al., 2006; Bhave et al., 2002; Mohapatra and Nau, 2003, 2005). Several studies have
identified two specific phosphorylation sites for CAMKII on TRPV1 (S502 and T704)
that modulate vanilloid binding. Thus, in human embryonic kidney-derived (HEK293)
cells expressing A774-838-deleted CaMKII phosphorylation sites (Woo et al., 2008)
or S502A/T7041 mutants of TRPV1, capsaicin does not evoke a current, which
suggests that phosphorylation by CaMKIl is required to control the responsiveness of
TRPV1 to the ligand (Jung et al., 2004).

Phospholipase C (PLC) activity goes through the decrease of phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (PIP2) level and through the production of DAG (diacylglycerol),
both of which are involved in TRPV1 sensitization. Indeed, the correlation between
PIP2 and the intracellular sensitization of TRPV1 has been established; both
bradykinin and NGF (known to stimulate PLC pathways after binding to their cognate
receptors) potentiated TRPV1 activity in a heterologous expression system and in
dorsal root ganglion (DRG) neurons (Chuang et al., 2001). The role of PIP2 as a
TRPV1 inhibitor or "desensitizer" after its depletion by sequestration or PLC
hydrolysis has been subsequently shown to be essential for TRPV1 sensitization
(Prescott and Julius, 2003). In addition, the lack of a PIP2 binding site (786—828)

increased the strong inward current evoked by a DAG analog and capsaicin in a
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A774-838 deletion mutant of TRPV1 (Woo et al., 2008). However, PIP2 could
activate TRPV1 by binding the extracellular leaflet (777-820), while it has an inhibitor
effect by binding the intracellular leaflet (682-725) (Senning et al., 2014; Ufret-
Vincenty et al., 2015). Interestingly, in addition to its ability to directly activate TRPV1
via a PKC-independent pathway by binding to the capsaicin binding site at Y511;
(Woo et al., 2008)), DAG could also contribute to the indirect sensitization of TRPV1
via PKC phosphorylation at the S502 and S801 sites (Burgess et al., 1989; Cesare
et al., 1999; Chuang et al., 2001) (Bhave et al., 2003; Numazaki et al., 2002).

Finally, it might be noticed that the prolonged or repeated activation of TRPV1
induces a desensitization or inhibition process. It has been observed that the
repeated activation of TRPV1 by chemical stimuli results in its desensitization by a
Ca?*-dependent process (Bhave et al., 2002; Chuang et al., 2001; Dai et al., 2004).
Protein phosphatase 2B (calcineurin) acts as a desensitizer of TRPV1, as indicated
by the inhibition of calcineurin by cyclosporine or CsA-CyP, which have been shown
to inhibit the desensitization of TRPV1 induced by capsaicin (Docherty et al., 1996;
Mohapatra and Nau, 2005). The cannabinoid WIN 55,212-2 seems to play an anti-
inflammatory and analgesic role via the inhibition of TRPV1 by dephosphorylating
the T144 and T370 sites in a Ca*'/calcineurin-dependent manner, reducing the
release of CGRP (Jeske et al., 2006; Patwardhan et al., 2006). These data show the
potential effects of calcineurin inhibitors on TRPV1 desensitization and suggest

cannabinoids as new therapeutic drugs for CNI, hyperalgesia, itching and pain.

2.2.2. Inflammatory mediators that use TRPV1 intracellular sensitization pathways

Following tissue damage, endogenously released inflammatory mediators (ATP,
bradykinin, serotonin PGs, NGF, chémokines, histamine or proteases) can regulate
TRPV1 activity via intracellular pathways associated with their specific GPCR. For
example, in transfected HEK293 cells and DRG neurons, ATP increased capsaicin-
induced TRPV1 activation via the purinergic receptor P2Y1, which potentiated
TRPV1 activity in a PKC-dependent pathway (Numazaki et al., 2002; Tominaga et
al., 2001). In the same way, in a Ca®*- and PLC/PKC-dependent manner, bradykinin,
serotonin (G protein-coupled 5-HT receptor), PgE2 (G protein-coupled EP receptors)
and NGF enhanced capsaicin-, heat-, proton- and anandamine-evoked currents
(Sugiura et al., 2002; Vellani et al., 2001; Wilson et al., 2011; Zhang et al., 2008).
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Similarly, the chemokine CCL3 was found to sensitize TRPV1 by increasing the
heat-, anandamide- and capsaicin-evoked Ca®* influx through a PLC- and PKC-
pathway in HEK293 cells and DRG neurons (Zhang et al., 2005).

Finally, histamine enhanced the capsaicin-mediated inward current, increased the
Ca** level and then induced itching via sensory neurons, and this effect was
abolished by TRPV1 antagonists and in TRPV1-deficient mice (Shim et al., 2007).
These mechanisms appeared to involve phospholipase A2 (PLA2)-, lipoxygenase
(NDGA)- and PLC-dependent pathways, with the subsequent sensitization and
activation of TRPV1 (Jian et al., 2016). These studies suggest that TRPV1 is
involved in histamine-dependent itching with arachidonic acid metabolites, primarily
12-hydroxyeicosatetraenoic (12-HETE), acting as a central participant (Shim et al.,
2007).

Because of their ability to cleave and thus activate specific PARs, endogenous
proteases play a specific role in CNI. Both PAR-2 and PAR-4 are known to induce
CNI and therefore to be involved in several skin disorders, such as pruritus and AD
(Asfaha et al., 2007; Briot et al., 2009; Fu et al., 2014; Vellani et al., 2010). In
addition to their ability to induce CNI via the release of SP and CGRP, it has clearly
been established that PAR-2 and PAR-4 activation could lead to TRPV1
sensitization. Patch clamp and Ca®* imaging assays in HEK293 cells that co-express
TRPV1 and PAR-2 and DRG neurons revealed that PAR-2 activation potentiates
TRPV1 via phosphorylation by PKC- and PKA-dependent pathways (Amadesi et al.,
2004, 2006; Dai et al., 2004). As a consequence, TRPV1 sensitization by a PAR-2
agonist reduced the temperature threshold for TRPV1 from 42°C to 33°C, leading to
thermal hyperalgesia, pain and inflammation (Amadesi et al., 2006, 2006; Dai et al.,
2004). In addition, PAR-2 agonists potentiated the capsaicin-evoked CGRP and SP
release from sensory neurons and thus enhanced CNI and hyperalgesia (Amadesi et
al., 2004; Hoogerwerf et al., 2001). On the other hand, the involvement of PAR-4
activation in TRPV1 sensitization has been poorly studied. One study demonstrated
that PAR-4 activation potentiated TRPV1 activation via a PKC-dependent pathway
(Patricio et al., 2015; Vellani et al., 2010).

Altogether, mediators released in inflamed skin could contribute to peripheral

sensitization, especially via TRPV1 sensitization, thus facilitating pain and itching.
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TRPV1 activation and/or sensitization can enhance peripheral inflammatory

responses via the expression and release of other inflammatory mediators.

2.3. Pro-inflammatory responses induced by TRPV1 activation

In addition to the clearly established role of TRPV1 in the release of neuropeptides
from sensory neurons, its ability to increase the expression of inflammatory genes
potentially involved in CNI, such as those for inflammatory cytokines, PGs and
MMPs, has been shown in a few studies. The activation of TRPV1 by protons led to
up-regulation of the expression of CGRP via CaMKIl and CREB activation in DRG
neurons. In addition, the proton-mediated induction of inflammatory pain and CGRP
expression in DRG neurons was inhibited in TRPV1-deficient mice (Nakanishi et al.,
2010). Another study showed that TRPV1 activation by capsaicin induced the PKC
pathway-mediated up-regulation of TRPV1 and CGRP expression in acute CNI and
increased PAR-4 mRNA and protein levels via a cAMP/PKA signaling pathway in
cultured primary DRG neurons (Chen et al., 2013). Thus, it appears that a narrow
interactive relationship between PAR-4 and TRPV1 exists in the development of NCI
or in nociception from primary afferent neurons (Chen et al., 2013; Gouin et al.,,
2015b; Russell et al., 2010; Vellani et al., 2010). In addition to neuropeptide release,
TRPV1-mediated Ca®* influx in the skin could induce the expression or the release of
other pro-inflammatory mediators and affect skin immune cells, contributing to the

self-maintenance of CNI and/or cutaneous chronic inflammation.

In addition to TRPV1 activation in the sensory nerves, TRPV1 activation in human
epidermal keratinocytes by capsaicin, acidification or ultraviolet (UV) radiation
evoked an increase in the iCa®" concentration (Inoue et al., 2002; Lee et al., 2009).
In fact, several studies have shown that the exposure of keratinocytes to capsaicin or
UV radiation leads to TRPV1-mediated Ca?' influx, followed by the increased
expression of cyclo-oxygenase (COX)-2, inflammatory mediators (e.g., interleukin
(IL)-1B, 2, 4, and 8, tumor necrosis factor (TNF)-a, PGE2, and LTB4, as well as
several MMPs, including MMP-13, 9, 3, and 2) (Inoue et al., 2002; Jain et al., 2011;
Lee et al., 2009, 2011; Southall et al., 2003). In an epithelial airway cell line, TRPV1
activation by capsaicin evoked the expression and release of thymic stromal
lymphopoietin (TSLP) via Ca®* elevation and calcineurin-mediated NFAT activity (Jia
et al., 2014). For keratinocytes, no relation between TSLP secretion and TRPV1-
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mediated Ca®* influx has been demonstrated, and this association needs to be
investigated. Altogether, these mediators released by keratinocytes cause erythema,
pain and a UV-induced skin response and thickening (Jain et al., 2011; Lee et al.,
2009, 2011). Moreover, they are known to sensitize TRPV1 in nociceptive neurons,
with subsequent CGRP release and CNI (Binshtok et al., 2008; Hwang et al., 2000;
Oprée and Kress, 2000).

Immune cells present in the skin, such as mononuclear cells, dendritic cells (DCs)
and mast cells, also express TRPV1, and TRPV1 activation directly affects the
function of these cells (Saunders et al., 2009; Basu and Srivastava, 2005; Stander et
al., 2004). Indeed, activation of TRPV1 in mononuclear cells induced cell death, and
this response was reversed by a TRPV1 antagonist (Saunders et al., 2009).
Capsaicin promotes DC maturation, which is abrogated in TRPV1 -/- DC cells. In an
in vivo mouse model, injected capsaicin mediated the maturation and migration of
skin DCs to the draining lymph nodes in TRPV1+/+ but not in TRPV1-/- mice,
confirming an important role for this channel in the innate immunity process (Basu
and Srivastava, 2005). Nevertheless, the potential inflammatory role of TRPV1 in
DCs remains controversial, as evidenced by another study that did not find TRPV1
expression in DCs or the induction of calcium elevation by capsaicin. However, the
neuropeptide SP activated DCs by eliciting robust Ca®* elevation, suggesting that
DC maturation and migration are dependent on CNI. Taken together, the potential
inflammatory role of TRPV1 in DCs remains unclear and needs to be investigated.
The involvement of mast cell degranulation during CNI in response to capsaicin is a
related process that occurs indirectly via the release of peptide transmitters from
sensory neurons (Bunker et al., 1991; Frydas et al., 2013). Nonetheless, TRPVA1
activation by capsaicin has evoked Ca?" elevation in numerous mast cell lines.
Capsaicin-elicited Ca** did not induce mast cell degranulation but triggered the
release of IL-4 (Bir6 et al., 1998), which is known to be involved in AD associated
with the recruitment of neutrophils, macrophages, CD3+ lymphocytes, and epidermal
dendritic T lymphocytes (Zhao et al., 2016).
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TRPV1 is also expressed in endothelial cells and smooth muscle cells, and its
activation induces vasorelaxation by releasing nitric oxide (NO) by a Ca** influx-
dependent mechanism (Ching et al., 2011; Himi et al., 2012; Yang et al., 2010a).
Endothelium-dependent vasodilatation is in turn dependent on endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) and TRPV1, as evidenced by the inhibition of capsaicin-
evoked dilatation by an eNOS inhibitor (L-NAME) and a TRPV1 antagonist
(capsazepine). These results confirmed that endothelial TRPV1 can induce
vasodilatation via NO production (Kark et al., 2008; Yang et al., 2010a). In addition to
NO production, thermal endothelial-TRPV1 activation stimulated the endothelial cell-
derived release of CGRP from endothelial cell lines, which contributed to the
attenuation of endothelial cell damage (Luo et al., 2008; Ye et al., 2007). The CGRP
receptor expressed on endothelial cells has been shown to have anti-inflammatory
effects by inhibiting the production of the chémokines CXCL1, CCL2 and IL-8
(Huang et al., 2011). Taken together, these results indicate that endothelial TRPV1
acts as an anti-inflammatory factor both directly by inducing vasodilation via NO
production and indirectly by inhibiting leukocyte recruitment via CGRP production.

In summary, TRPV1 activation mediates a narrow communication between sensory
nerve endings, skin non-immune and immune cells, increasing release of
inflammatory mediators (mainly cytokines and neuropeptides). These mediators act
directly via specific receptors on neighboring cells, inducing the intracellular
sensitization of TRPV1 and its activation. Hence, TRPV1 should be considered a

central modulator of the self-maintenance of CNI.

3. TRPA1

3.1. Another cationic channel with multiple direct roles in neurogenic inflammatory
dermatitis and pruritus

TRPA1 is also a nociceptive cationic (mainly Ca?*) thermo-responsive channel that,
in contrast to TRPV1, is implicated in cold thermal sensation (i.e., temperatures
below 17°C). Besides cold stimuli, a variety of exogenous and endogenous

activators or sensitizers of TRPA1 have been identified (Table 2).
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Factors Pathways of activation | References

Exogenous activators of TRPA1™:
Cold temperature (<17°C) (Bir6 and Kovdcs 2009)
Mustard oil compounds:
-AITC®

-Benzyl isothiocyanate
-Phenylethyl isothiocyanate
-Isopropryl isothiocyanate

Methy] isothiocyanat
ethylisothiocyanate (Calixto et al. 2005)

Cipnamon compounds: (Macpherson et al. 2005)
-Cmnamaldehyde (Chung et al. 2014)
Garlic compounds: Direct activation :

-Allicin

Clove bud oil compounds: -Inward current

-Eugenol -iCa®* elevation

THC® -Neuropeptides releases

-Inflammatory mediators release

Environmental pollutants: (Bautista et al. 2006)

—Acrolem. (McNamara et al. 2007)

-Formalein

TRPMS activators:

-Icilin (Story et al. 2003)

-Menthol

Histamine-independent pruritogens: (Imamachi et al. 2009)

-Chloroquine (Mishra and Hoon 2010)

-BAMS-22° (Mishra et al. 2011)

-AEW' (Wilson et al. 2011, 2013a,b)
Endogenous activators of TRPA1:

ROS®

NO"

Lipid oxidation-derived: (Pertovaara and Koivisto 2011)

-PGA2' Direct activation : (Bautista et al. 2006)

-15dPGJ2’

-A12-PGJ2* -Inward current

s o2+ .
Lipid oxidation products: -iCa™ elevation

I -Neuropeptides releases (Taylor-Clark et al. 2009)
-4-HNE Infl di 1 (Engel et al. 2011)
_4-ONE™ -Inflammatory mediators release .

(Trevisani et al. 2007)
DAG" (Bandell et al. 2004)

(Jordt et al. 2004)

Indirect activators/sensitizers of TRPA1:

(Bandell et al. 2004)

Bradykinin BK2R' (GPCR") (Wang et al. 2008a)
R I()};;)l:;;h factors (e.g. NGF* and RTK" (Malin et al. 2011)

Proteases PAR-2 and PAR-4" (GPCR) El?:tiriectiil et2 ‘(310 72)0 15)

Low iCa®* concentration EF-hand Ca**-binding domain (Suractal. 2012

(Akopian et al. 2007)

Cytokines (e.g. TSLPY) TSLP receptor (RTK) (Wilson et al. 2013a,b)
Physical interaction or
Ca®* second messenger

TRPV1" (Honda et al. 2014)

Inhibitors/desensitizers of TRPA1:

(Sura et al. 2012)

High iCa®* concentration EF-hand Ca**-binding domain (Wang et al. 2008b)
PIP* Direct binding to TRPA1 (Karashima et al. 2008)

(Kim et al. 2008)

(Akopian et al. 2007)
(Staruschenko et al. 2010)
(Salas et al. 2009)

Physical interaction or

TRPVI Ca™ second messenger

Table 2: Endogenous and exogenous agonists involved in TRPA1 activation, sensitization and
inhibition.

® transient receptor potential ankyrin 1; b allyl isothiocyanate; © tetrahydrocannabinol; ¢ transient
receptor potential melastatin 8; ° bovine adrenal medulla 8-22; "acetone, ether and water; ¢ reactive
oxygen species; " nitric oxide; ' prostaglandin A2; ! 15-deoxy-delta12,14-prostaglandin J2; * A12-
prostaglandin J2; ' 4-hydroxynonenal; ™ 4-oxo-2-nonenal; " diacylglycerol; ° nerve growth factor; °
brain-derived neurotrophic factor; 9 thymic stromal lymphopoietin; ' transient receptor potential
vanilloide 1; ° phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; ! bradykinin B2 receptor; " G protein-coupled
receptor; ¥ receptor tyrosine kinase; " protease-activated receptor-2 and 4.
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The presumption that TRPA1 is involved in CNI is growing. Indeed, TRPA1 has been
found to be co-expressed with TRPV1 and neuropeptides (SP and CGRP) in a
subset of nociceptive sensory neurons (Vellani et al., 2010; Story et al., 2003). Low
temperature has been demonstrated to activate sensory nerves and induce
neurogenic inflammation (Story et al. 2003; Obata et al. 2005). Indeed, TRPA1
activation stimulated (or increased) neuropeptide (SP and CGRP) release from
sensory neurons in a Ca?*-dependent manner, with subsequent signs of CNI, such
as edema and leukocyte infiltration (Story et al., 2003; Meseguer et al., 2014;
Trevisani et al., 2007; Thorne et al., 1991; Silva et al., 2011). In addition, a specific
TRPA1 antagonist attenuated the capsaicin (a TRPV1 agonist)-evoked increase of
cutaneous blood flow adjacent to an injury site in the plantar skin of rats, strongly
suggesting that both TRP channels could cooperate in CNI induction (Wei et al.,
2010).

TRPA1 is required for AD and histamine-independent chronic itching. Indeed, in
acute oxazolone-induced dermatitis in mouse ears, TRPA1-deficient mice or WT
mice treated with the TRPA1 antagonist HC-030031 showed diminished skin
inflammation, which was associated with a decrease in ear epidermal thickness,
eosin-positive cells, and CD4+ and CD8+ T cells in the ear tissue. TRPA1-deficient
mice also diminished SP- and oxazolone-evoked scratching behavior and AD
responses, as revealed by a decrease of dermatitis score, including erythema,
scaring, excoriation and swelling (Liu et al., 2013). Histamine-independent pruritus
evoked by the TRPA1 agonists chloroquine, BAM8-22 or AEW was abrogated in
neurons from TRPA1-deficient mice, impairing the scratching behavior response and
increasing epidermal thickness (Wilson et al., 2011, 2013b). In addition, the
inflammatory cytokine TSLP is highly expressed in skin epithelial cells from AD
patients and induces (or enhances) skin inflammation via T cells, DCs and mast cell
activation (Moniaga et al., 2013; Ziegler et al., 2013). Within the skin, TSLP also
activates sensory neurons via TSLPR, and, subsequently, TRPA1 stimulation via a
PLC-mediated pathway, thereby evoking robust itching in mice (Wilson et al.,
2013a). To date, there is no evidence that TSLP and TRPA1 can induce CNI by
releasing neuropeptides. Similar to TRPV1, TRPA1 is also under the control of an
intracellular sensitization process involving several inflammatory mediators, such as

growth factors, bradykinins, proteases and cytokines. By its localization in neuronal
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and non-neuronal skin cells, TRPA1 potentiates neurogenic skin inflammation by

enhancing cellular responses (Inoue et al., 2002; Bautista et al., 2013).

3.2. TRPA1 sensitization/desensitization by endogenous modulators following
intracellular pathway activation

In a manner similar to that of TRPV1, TRPA1 activity is controlled by desensitization
and sensitization processes. The repeated activation of TRPA1 by chemical stimuli
results in the Ca®*- and current-dependent desensitization of TRPA1 (Malin et al.,
2011; Story et al., 2003; Wilson and Bautista, 2014). TRPA1 is a polymodal receptor
with multiple intracellular ligand binding and phosphorylation sites that are involved
in the activation and sensitization of this channel, respectively. Unlike most TRP
channels, TRPA1 covalently interacts with many of its agonists through its N-terminal
region, which contains cysteine and lysine residues involved in its direct activation
(Hinman et al., 2006; Macpherson et al., 2007). Direct mechanisms of TRPA1
activation have been described, although the precise mechanisms of
sensitization/desensitization by which the inflammatory mediators potentiate the
channel activity remain poorly understood, and no detailed structural data on which
to base a working model presently exist. Recent data, using cryo-EM, provided for
the first time the structure of TRPA1 and shown several similarities with
TRPV1(Paulsen et al. 2015). It is appeared that the NH2-terminal of TRPA1 has
approximately 15 ankyrin repeats with several cysteine and lysine residues crucial
for activation by reactive agonists (Hinman et al. 2006; Macpherson et al. 2007). A
EF-hand domain implicated in calcium-dependent gating was also found in its NH2
region (Zurborg et al. 2007; Doerner et al. 2007). Other specific domain have also
been described such as a PIP2 binding site as well as CAMKII and PKC
phosphorisation site (Choi et al. 2014). The transmembrane domain S6 are essential

for gating by antagonists and agonists (Chen et al. 2008).

3.2.1. iCa®" potentiates TRPA1 activation

Growing evidence suggests that Ca®** regulates TRPA1 by potentializing and
inactivating its activity at low and high intracellular concentrations, respectively
(Doerner et al., 2007; Jordt et al., 2004). On the one hand, Ca® potentiated
cinnamaldehyde-, AITC- and carvacrol-evoked currents in HEK293 cells expressing
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TRPA1. In addition, an increase in iCa®* also seems to directly act on the activation
of TRPA1 by eliciting a current in a PLC-independent manner and serves as a co-
agonist with icilin that directly interacts with TRPA1 (Doerner et al., 2007; Wang et
al., 2008b; Zurborg et al., 2007). On the other hand, Ca®* could also inactivate
TRPA1. Indeed, even though high extracellular Ca®* concentrations could enhance a
cinnamaldehyde-evoked current, they could also induce rapid inactivation, which has
not been found at low extracellular Ca®* concentrations (Wang et al., 2008b). Hence,
Ca®* appears to be a crucial factor for the regulation of TRPA1 activity, suggesting
that other TRP channels and GPCRs could modulate TRPA1 activity by mobilizing

iCa®".

3.2.2. Intracellular sensitizers of TRPA1

Several studies suggest that TRP channels may be potentiated by endogenous DAG
and IP3, the products of PIP2 breakdown, by Ca®* release from internal stores, by
PKC activation or by the formation of endogenous lipid oxidation-derived and
products in sensory neurons (Mizumura et al., 2009; Wang et al., 2008a). TRPA1-
expressing CHO cells were also sensitive to DAG, arachidonic acid and iCa®*
(Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004). PIP2 has an inhibitory effect not only on
TRPV1 activity (refer to section 2.2.1) but also on TRPA1 activity, since PIP2 has
been shown to inhibit AITC- and mustard oil-evoked currents (Karashima et al.,
2008; Kim et al., 2008). Moreover, the reduction of the PIP2 level at the membrane
by polyphosphatase (e.g., PPPi), PIP2 antibody or phenylarsine oxide enhanced the
AITC- and mustard oil-evoked currents via TRPA1 sensitization (Karashima et al.,
2008; Kim et al., 2008). Taken together, these data suggest that TRPA1 activity
could be sensitized by the activation of numerous GPCRs or receptor tyrosine
kinases (RTKs) via the cAMP/PKA and PLC/PKC pathways following Ca?* elevation
(Andersson et al., 2008; Taylor-Clark et al., 2008, 2009)

3.2.3. TRPAT1 sensitization by inflammatory mediators

Several inflammatory mediators, such as growth factors, bradykinins, proteases,
and, more recently, the inflammatory cytokine TSLP, have been found to act
indirectly on TRPA1 activity and expression through specific receptor-dependent
signaling pathways (Dai et al., 2007; Diogenes et al., 2007; Malin et al., 2011; Wang
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et al., 2008a). It has now been clearly established that TRPA1 in sensory neurons
mediates the CNI responses to bradykinin (Bandell et al., 2004; Bautista et al., 2006;
Jordt et al., 2004; Wang et al., 2008a), NGF and brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) (Malin et al., 2011) by potentiating the activity of the channel and impairing
its desensitization after repeated activation. In addition, NGF has been found to up-
regulate the expression of TRPA1T mRNA via p38 MAPK activation in trigeminal
ganglia and sensory neurons. Taken together, these mediators enhance the activity
and prevent the desensitization of TRPA1 and consequently facilitate pain,
hyperalgesia and allodynia (Diogenes et al., 2007; Obata et al., 2005). TSLP
released from keratinocytes potentiated TRPA1 activity by binding to its specific
receptor (TSLPR) on sensory neurons in the skin of AD patients and in mouse
models of AD. While TSLP-evoked sensory neuron activation and consequent
chronic itching in AD has been established, the role of TSLP-triggered neuropeptide
release in neurons and the subsequent CNI remain an open question (Wilson et al.,
2013a, 2013b).

While the involvement of endogenous proteases in TRPV1 sensitization via PAR-2
and PAR-4 activation is well established (refer to section 2.2.2), the implication of
these proteases in TRPA1 sensitization remains poorly understood. PAR2 activation
has been demonstrated to enhance TRPA1 agonist-evoked pain behavior in rats via
PLC activation and subsequent PIP, hydrolysis (Dai et al., 2007). In addition, PAR-2-
evoked mechanical and cold allodynia, as well as heat hyperalgesia, was found to be
dependent on the PKA and PKC signaling pathways, which sensitize TRPA1 (Chen
et al.,, 2011). The involvement of PAR-4 in the sensitization of TRPA1 is poorly
studied, but a recent finding demonstrated its potential role in pruritus: the dorsal
intradermal administration of the PAR-4 agonist peptide AYPGKF-NH, elicited
intense scratching behavior via a SP release in mice, which was abolished by the
TRPV1 and TRPA1 antagonists SB366791 and HC-030031, respectively (Patricio et
al., 2015), but not in TRPA1-deficient mice. An opposite pattern in PAR-4-evoked
itching via TRPA1 by compensatory mechanisms in TRPA1 deficient mice has been
hypothesized (Patricio et al., 2015) (Petrus et al., 2007)). Consequently, PAR-4
activation could sensitize TRPA1 in collaboration with TRPV1 and elicit itching
behavior via the release of neuropeptides from sensory neurons; however, some

points still require clarification, mainly the intracellular pathways underlying the

55



INTRODUCTION

TRPV1/TRPA1 sensitization via PAR-4 activation (Patricio et al., 2015). Finally, the
intracellular pathways for many inflammatory mediators could sensitize TRPA1 in
injured skin, contributing to channel activity and impairing the TRPAT
desensitization, thereby enhancing peripheral inflammatory responses via the

production of other inflammatory mediators.

3.3. A pro-inflammatory response induced by TRPA1 activation

In addition to its ability to induce the release of neuropeptides from sensory neurons,
TRPA1 seems to play an important role in the modulation of numerous genes that
could amplify the cutaneous inflammatory process. The involvement of TRPA1 in the
regulation of 1843 (2423 probe sets) genes in whole trigeminal ganglia isolated from
AEW-treated mice has been established (Wilson et al., 2013b). In this model, TRPA1
activation by AEW highly up- or down-regulated the expression of several cytokines,
plasmatic receptors, and ion channels and affected growth regulation, intracellular
pathways and immune cell specificity proteins. For example, AEW up-regulated the
inflammatory bradykinin receptor (BK2R) by 2-fold and up-regulated several itch
receptors such as MRGPR and PAR-2 in the trigeminal ganglia neurons (Wilson et
al.,, 2013b). These three receptors sensitize and open TRPA1. Thus, the up-
regulation of itch and inflammatory receptors in sensory neurons strongly indicates a
role for TRPA1 in chronic pruritus and CNI via the enhancement of sensory neuron

sensitivity to itch and inflammatory mediators.

Growing evidence indicates that TRPA1 acts as an inflammatory regulator. The
results of recent studies correlated the activation of TRPA1 with expressional
changes in the skin, as associated with cutaneous inflammation, AD and pain that is
blocked in TRPA1-deficient mice. Indeed, TRPA1 activation by oxazolone induced
chronic dermatitis in mouse ears and concomitant up-regulation of inflammatory
cytokines (i.e., IL-1B, 4, and 6 and chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (CXCL-2)),
neuropeptides (i.e., SP and endothelin (ET-1)), nerve growth factor (NGF) and
neurotransmitters (i.e., serotonin) known to induce AD, pruritus and pain and
increase nerve fiber density (Liu et al., 2013). Additional studies established the
expressional change of 9340 genes linked to itching associated with TRPA1 in skin
biopsies from AEW-treated mice, showing that TRPA1 up-regulated the expression

of 79 % of itch-related genes known to be involved in the initiation and maintenance
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of chronic itching as well as pruriginous skin disorders (e.g., the IL-31 receptor (IL-
31RA), aquaporin 3 and IL-33 (Wilson et al., 2013b; Nakahigashi et al., 2011; Nobbe
et al.,, 2012; Olsson et al., 2006; Sonkoly et al., 2006). In these studies, the
expressional changes induced by oxazolone or AEW were abrogated in the TRPA1™’
“mice and in WT mice treated with TRPA1 antagonists (Liu et al., 2013; Wilson et
al., 2013b). These data strongly suggest the involvement of TRPA1 in pruritus.

TRPAT1 is also expressed in the basal keratinocytes, where it acts as a pain, thermal
and chemical sensor (Atoyan et al., 2009). TRPA1 was found to modulate
inflammatory gene expression in keratinocytes by increasing the expression of IL-1a
and B (Atoyan et al., 2009) and cause the secretion of PgE2 (Jain et al., 2011). Both
IL-1 and PgE2 are known to be involved in skin inflammation and itching by
decreasing the mechanical threshold and the thermal responsiveness of the sensory
nerve endings, which could facilitate CNI (Binshtok et al., 2008). In addition, in
keratinocytes, TRPA1 activation increases heat shock protein (HSP) 27, which is
known to up-regulate the expression of inflammatory cytokines such as IL-13, TNF-a
and IL-6 in the skin during murine allergic contact hypersensitivity (Atoyan et al.,
2009; Yusuf et al., 2009). Altogether, these findings indicate that TRPA1 activation
contributes to the production of several cytokines from keratinocytes that directly
trigger or enhance CNI by acting on neighboring target cells.

In addition to keratinocytes, TRPA1 acts on skin immune cells, but it appears to have
an anti-inflammatory role in monocytes/macrophages. The TRPA1 activators
cinnamaldehyde and carvacol have been found 1to inhibit bacterial
lipopolysaccharides (LPS)-induced nuclear factor-kappa B (NF-kB)-mediated
promoter activity and reduce the expression of iINOS, COX2 and TNF-a and
subsequent NO production in macrophages (Chao et al.,, 2008; Romano et al.,
2013). Similarly, cinnamaldehyde inhibited bacterial LPS- and lipoteichoic acid
(LTA)-mediated IL-1B, IL-6 and TNF-a release in murine macrophages and human
blood monocytes, presumably through ROS production (Chao et al., 2008; Hsu and
Wen, 2002; Romano et al., 2013). Furthermore, an increase in TNF-a as well as the
induction of both nitric oxide synthases (iNOS) and COX2, which are involved in the
formation of NO and PGE2, respectively, are known to act in the pathogenesis of

several inflammatory skin diseases, such as AD, psoriasis and pruritus (Ahn et al.,
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2016; Kim et al., 2015; Ormerod et al., 1998; Ostadhadi et al., 2015; Sereflican et al.,
2016). It would therefore appear that TRPA1 acts as an anti-inflammatory actor in
monocytes and macrophages, but these data are controversial (Billeter et al., 2015).
The activation of TRPA1 by cinnamaldehyde acts on adaptive immunity by
suppressing lymphoproliferation and promoting T-cell maturation, as revealed by T-
cell differentiation from CD4 and CD8 double-positive cells to CD4 or CD8 single-
positive cells in LPS-treated mouse splenocytes (Koh et al., 1998). These results
imply that TRPA1 could enhance inflammation and immunoreactivity by directly

acting on lymphocyte differentiation.

TRPA1 activation by AITC has been found to trigger vasodilatation in rat cerebral
arteries in an endothelium-dependent mechanism. TRPA1-mediated vasodilation
triggers Ca®* influx in rat endothelial arteries through Ca®*-activated potassium
channels in endothelial cells and inwardly rectifying potassium channels in arterial
myocytes (Earley et al., 2009; Qian et al., 2013). This mechanism suggests that this
channel could also act in edema and vasodilatation during CNI, but this hypothesis
must be verified. However, another study established that TRPA1 activation by
cinnamaldehyde played an anti-inflammatory role by suppressing the attachment of

leukocytes to endothelial cells (Liao et al., 2008).

To conclude, TRPA1 activation and sensitization mediate skin inflammation by
increasing the release of inflammatory mediators, although their role in immune cells
remains to be clarified. In turn, secreted factors mediate the intracellular sensitization
of TRPA1, thus facilitating its activation, which in turn contributes to enhancement of

the self-maintenance of CNI.

4. Cross-regulation between TRPV1 and TRPA1

In addition to co-expression in a subset of sensory nerves and non-neuronal cells
(keratinocytes), a functional interaction between TRPA1 and TRPV1 (cross-
sensitization/desensitization) has been established, which suggests the cooperation
between these channels to promote inflammatory thermal hyperalgesia, CNI and
pain (Akopian et al., 2007; Anand et al., 2008; Aubdool and Brain, 2011; Bautista et
al., 2006; Fischer et al., 2014; Patil et al., 2010; Spahn et al., 2014).
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This cross-communication between TRPA1 and TRPV1 appears to involve the
concentration of cytosolic Ca®*, one of the main sensitizers/desensitizers of TRPA1
and TRPV1 (Doerner et al., 2007; Jordt et al., 2004; Jung et al., 2004; Woo et al.,
2008). It has been shown that capsaicin- and mustard oil-evoked currents
desensitized each other via iCa®* elevation in TRPV1- and/or TRPA1-expressing
CHO cells (Akopian et al., 2007). Another relevant study confirmed the role of the
influx of Ca®* via TRPV1 as a second messenger for the desensitization of TRPA1.
Indeed, TRPA1 evoked a current in CHO cells expressing TRPA1, and this current
was inhibited by the co-expression of TRPV1 (Patil et al., 2010). In addition, TRPA1
and TRPV1 were found to interact by forming a physical and functional complex at
the plasma membrane, as revealed by co-IP and FRET assays in TRPA1- and
TRPV1-co-expressing CHO cells, as well as in sensory neurons (Akopian et al.,
2007; Fischer et al., 2014; Salas et al., 2009; Staruschenko et al., 2010). In these
cells, TRPV1 regulated the desensitization of TRPA1, which appeared to be
independent of iCa®* (Staruschenko et al., 2010).

On the other hand, evidence has established that the TRPV1 and TRPA1 channels
also sensitize each other in a Ca**-dependent signaling pathway. Indeed, bradykinin
and facial capsaicin injections sensitized TRPA1 via TRPV1 in a Ca®*-dependent
manner in cultured trigeminal neurons from mice and rats, leading to inflammatory
cold hyperalgesia (Bautista et al., 2006; Honda et al., 2014). The opposite pattern
was also found: TRPA1 could sensitize TRPV1 to AITC-, cinnamaldehyde- and
mustard oil-enhanced heat- and capsaicin-evoked currents and Ca?* elevation in a
Ca?*-, cAMP/PKA-, and TRPV1 phosphorylation-dependent manner in sensory
neurons and in HEK293 cells co-expressing TRPV1 and TRPA1 (Alpizar et al., 2013;
Anand et al., 2008; Spahn et al., 2014).

Altogether, the TRPV1-TRPA1 interaction and cross-communication via the iCa®*
concentration could inhibit or enhance the ability to a large variety of exogenous and
endogenous activators to cause Ca®* elevation, neuropeptide release and,

consequently, CNI.
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5. Conclusions and future directions

The TRPV1 and TRPA1 channels are at the core of the inflammatory process that
occurs in various cutaneous neurogenic disorders that are pruritic diseases, such as
psoriasis, AD, and Netherton syndrome. It is now clear that both TRP channels act
far beyond the sensory nerves by potentiating the pathology of numerous skin
disorders in non-neuronal skin cells, such as keratinocytes, mast cells, dendritic cells
and blood vessels (Figure 1). We still have a great deal to learn about these
channels, notably about the change of gene expression in sensory neurons and non-
neuronal skin cells, especially in relation to their role in the induction and self-
maintenance of CNI (in vitro and in vivo). A great deal of knowledge about their
interaction, their cross-sensitization and their sensitization by inflammatory mediators
awaits discovery, especially in relation to the potentiation and the chronicitization of
skin disorders associated with CNI. Although the molecular mechanisms of TRPV1
and TRPA1 sensitization induced during CNI and itching are still poorly understood,
their clinical relevance in pruritus, inflammatory thermal hyperalgesia and pain are
indisputable. Targeting one or more of the intracellular signaling pathways of TRP
channel sensitization may allow new opportunities for the treatment of skin disorders
associated with CNI. Further studies are necessary to test the potential effects of
treatment with protein signaling inhibitors in neurogenic inflamed skin. A new and
interesting approach could also be to focus on the effect of the iCa®* concentration to

mediate TRP desensitization and thus block the self-maintenance of CNI.
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Figure 1: Common intracellular GPCR, RTK and ca® pathways regulate via the activation and
sensitization of TRPV1 and TRPA1.

The G protein-coupled receptor (GPCR) and receptor tyrosine kinase (RTK) activation stimulate
phospholipase C (PLC), which leads to phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) hydrolysis and
the consequent release of the transient receptor potential (TRP) channels from its inhibitory control,
trlgégermg the formation of 1,4,5-trisphosphate (IP3) and diaglycerol (DAG) as well as the influx of
Ca™" via TRP vanilloid 1 and ankyrin 1 (TRPV1 and TRPA1). Then, DAG can directly activate both
TRP channels, and protein kinase C (PKC) activation by DAG enhances TRP activity, sensitizing both
channels IP3 formation promotes Ca®* release from the endoplasmic reticulum and increases the
iCa®* concentration. GPCRs can also activate the phospholipase A2 (PLA2) and adenylate cyclase
pathways, which lead to protein kinase A (PKA) stimulation and the formation of arachidonic acid (AA)
metabolites and products. PKA acts directly sensitize the TRP channels, while AA metabolites and
products directly activate the TRP channels. Both TRPV1 and TRPV1 can directly or indirectly
regulate the activity of the other by direct interaction or via the |Ca concentration, resulting in a
cross-sensitization/desensitization process. The elevation of iCa®* triggers the exocytosis of
inflammatory mediators and stimulates both Ca**/calmodulin- -dependent kinase 1l (CAMKII) and
calcineurin, which sensitize and desensitize TRPV1, respectively. Both kinases are also involved in
the regulation of inflammatory genes via nuclear factor of activated T-cell (NFAT) translocation to the
nucleus.

== Adenylate cyclase (AC) pathway == PLC pathway == CaZ*pathway
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C. Dermatoses associées a I'INC et traitements
1. Dermatoses prurigineuses associées a I'INC et aux recepteurs PARs

L'INC joue un rdle dans plusieurs maladies dermatologiques comme le psoriasis, la

DA ou encore le SN.

* Le psoriasis est une maladie cutanée inflammatoire chronique dont la
prévalence est de 2 a 3% en Europe, sans distinction de sexe. Il se caractérise par
un renouvellement anormalement rapide des kératinocytes conduisant a une
hyperkératose associée a une augmentation anormale de la couche cornée de
I'épiderme et aux caractéristiques cliniques du psoriasis. Ces signes cliniques se
manifestent par des plagues rougeatres épaisses, plus ou moins étendues,
recouvertes de squames. Ces lésions se situent le plus souvent au niveau des
mains, des coudes, des genoux, du bas du dos, ou sur le visage et le cuir chevelu
(Lee et al., 2014; Lowes et al., 2014; Scott et al., 2012). L'origine de cette maladie
est multifactorielle, avec trois grands types de facteurs a l'origine des poussées :
génétiques, immunitaires et environnementaux (Kempkes et al, 2014).
Actuellement, PAR-2 est I'une des principales cibles dans les pathologies cutanées
associées a un prurit. Alors que son role a clairement été identifié dans d’autres
pathologies cutanées inflammatoires, son implication dans le psoriasis n’est pas
encore établie et reste a démontrer (Gouin et al., 2015a; Kempkes et al., 2014;
Steinhoff et al., 2000, 2003a, 2003b). D’un point de vue biochimique, une
dérégulation de I'expression de certaines jonctions communicantes telles qu’une
diminution de I'expression de la connexine 43 (Cx43) et une augmentation de
I'expression de Cx26 ont été démontrées dans I'épiderme de patients souffrants de
psoriasis (Martin et al., 2014; Scott et al., 2012). Ces variations d’expression
aboutissent a une hyper-prolifération des kératinocytes associée a la formation de
lésions psoriasiques dues a la perte de la granuleuse. Cette dérégulation
d’expression des connexines pourrait servir de modéle pour I’étude de l'implication

de PAR-2 dans le psoriasis.
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* La DA est une pathologie inflammatoire touchant préférentiellement les
enfants avec une incidence de 10 a 20%, et dans une moindre mesure les adultes
avec une incidence de 2 a 5%. Chez le nourrisson, les lésions sont localisées sur les
convexités des joues, les membres et le cuir chevelu alors que chez l'enfant plus
agé et l'adulte, les lésions siégent essentiellement sur les plis de flexion des
membres. La nature des lésions se caractérise le plus souvent par une xérose
(sécheresse cutanée importante) ou par des lésions inflammatoires de type éruption
érythémateuse, papuleuse, vésiculeuse et squameuse (Mollanazar et al., 2015;
Teresiak-Mikotajczak et al., 2013) et un prurit évoluant par poussées récidivantes,
entrecoupées d’accalmies (Misery, 2011). Des facteurs aggravants tels que des
produits irritants, des variations de température, la sudation, des tissus réches,
certains aliments et le stress peuvent augmenter la sévérité des lésions ainsi que la
fréquence de survenue des poussées (Karila, 2013). Le récepteur PAR-2 est
fortement incriminé dans la DA. En effet, des concentrations élevées de tryptase ont
été retrouvées dans des biopsies cutanées de patients atteints de DA alors que
celles de [I'histamine sont restées inchangées suggérant une voie du prurit
indépendante de I'histamine (lkoma et al., 2006). L’expression de PAR-2 est
nettement augmentée sur les fibres nerveuses intra-épidermiques dans I'épiderme
de patients atopiques (Frateschi et al., 2011; Lee et al.,, 2010a). Récemment, une
cytokine, la TSLP, a été retrouvée fortement produite par les kératinocytes et les
mastocytes au niveau des Iésions atopiques. Cette cytokine joue une role de premier
plan dans le prurit au cours de la DA. L’équipe de Wilson a montré que I'activation
du récepteur PAR-2 induisait la production de la TSLP par les kératinocytes dans la
DA. Puis, la TSLP agissait sur les terminaisons nerveuses via son récepteur
induisant ainsi un prurit dans un contexte d’INC (Misery, 2014b; Wilson and Bautista,
2014; Wilson et al., 2013a).
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* Le SN est une pathologie cutanée génétique a transmission autosomique
récessive, avec une incidence de 1 sur 200000 naissances. Les signes cliniques se
manifestent dés la naissance et la sévérité de l'atteinte cutanée est variable d’'un
patient a l'autre, et dans le temps. D’un point de vue clinique, le SN est une « DA-
like » et se caractérise par un érytheme, un prurit généralement associé a de petites
zones de desquamation blanchatres, a double collerette, appelées ichtyose
circonflexe. Une anomalie de la tige pilaire (trichorrhexie invaginata), ou le cheveu
présente une apparence semblable a des bambous, est également retrouvée chez
les patients SN. Le SN se manifeste également par des signes atopiques non
cutanés (asthme, allergie alimentaire) ainsi que par une altération de la courbe de
croissance, caractérisée par une petite taille a 'adge adulte (Briot et al., 2009; Furio et
al., 2014; Hovnanian, 2013; Ishida-Yamamoto et al., 2005). Cette pathologie est due
a des mutations du géne Spink5 (serine protease inhibitor kazal type 5), localisé en
5031-g32 codant pour l'inhibiteur de protéases a sérine LEKTI (lympho epithelial
kazal type inhibitor). L’ensemble de ces mutations entraine la formation d’un codon
stop prématuré empéchant I'expression de LEKTI (Chavanas et al.,, 2000;
Hovnanian, 2013; Magert et al., 1999). Cette perte d’expression conduit a une
activité anormalement élevée des sérine-protéases telles que la tryptase et les
kallicréines (Descargues et al., 2005). Ces deux protéases ont pour principales
cibles les récepteurs PAR-2 et PAR-4, connus pour étre impliqués dans
linflammation et l'allergie cutanée. Chez les patients SN, I'activation de PAR-2
conduit a la translocation du NF-kB, puis a I'expression de cytokines inflammatoires :
la TSLP, le TNF-a et I'lL-8. De plus, une diminution importante de la TSLP dans
I'épiderme a été observée chez des souris SPINK5-/- et PAR-2-/-, ce qui confirme le
réle important de PAR-2 dans le SN associé a un prurit (Figure 8) (Briot et al., 2009,
2010; Furio et al., 2014; Komatsu et al., 2002). Les souris Spink5-/- présentent une
perte d’adhérence de la couche cornée due a la dégradation de la desmogléine 1
(une protéine desmosomale) par l'augmentation de [Iactivité protéolytique des
protéases a sérine. Ceci se traduit par un défaut de la barriere cutanée et a la mort
des souris par déshydratation, quelques heures aprés la naissance (Figure 8)

(Descargues et al., 2005).
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Figure 8. Déclenchement par la KLK5 d’une réaction inflammatoire et d’un
microenvironnement proallergique dans le syndrome de Netherton (SN).

Les souris Spink5-/- (serine protease inhibitor kazal type 5), sont associées a la perte de I'inhibiteur
des protéases, LETKI (lympho epithelial kazal type inhibitor), et a une hyperactivité de la kallicréine 5
(KLK5). La KLK5 active le récepteur a protéase 2 (PAR-2) provoquant dans les kératinocytes une
augmentation de I'expression de cytokines inflammatoires telles que la TSLP, I'lL8 et le TNF-a par
des mécanismes dépendants du nuclear factor-kB (NF-kB). L’hyperactivit¢ de la KLK5 dégrade
également les protéines desmosomales a linterface entre la couche granuleuse et cornée. Ceci
conduit a un défaut d'adhérence de la couche cornée et a la sécrétion de IL-183, IL-8, et le TNF-a par
les kératinocytes (Briot et al., 2009). L’ensemble des médiateurs inflammatoires induit, par la suite, le
recrutement des pro-Th2, la dégranulation des mastocytes et I'activation des cellules de Langherans.
lllustration des anomalies cutanées associées a la délétion du géne Spink5 dans I'épiderme de
souris. (a, b) lllustration des anomalies cutanées et (c, d) coupe histologique en hématoxyline et
éosine de la peau de souris sauvage (WT) et Spink5-/- (KO) montrant le détachement entre la couche
granuleuse (GR) et la couche cornée (SC). BL, couche basale; De, le derme; Hf, follicules pileux; SP,
la couche épineuse (Descargues et al., 2005).

2. Traitements des dermatoses prurigineuses associées a I'INC
2.1. Traitements des dermatoses prurigineuses

Le psoriasis, la DA et le SN sont des dermatoses chroniques prurigineuses, dont les
poussées peuvent revenir a tout moment, diminuant considérablement la qualité de
vie des patients. Le traitement du prurit est déterminé en fonction de la pathologie
cutanée dorigine, il est donc crucial d'effectuer une thérapie étiologique
symptomatique, compatible avec la dermatose associée au prurit (Misery, 2014a,
2016; Misery and Stander, 2010). Les traitements pour ces dermatoses
prurigineuses inflammatoires sont symptomatiques, ne visant pas a faire disparaitre
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la maladie, mais a soulager les symptomes et la récurrence des poussées au long

cours.

La mesure primaire de lutte contre ces dermatoses prurigineuses est I'utilisation en
application topique de crémes émollientes/hydratantes grasses ayant une base
neutre. Ces crémes favorisent la rémission lors de poussées et préviennent la
poussée suivante en diminuant son importance et les démangeaisons qui lui sont
associées (Hoare et al., 2000). Elles agissent en apaisant et nourrissant la peau,
tout en réduisant l'inflammation et en restaurant la barriere cutanée (Saeki et al.,
2016; Williams, 2005).

Des traitements médicamenteux existent et peuvent étre administrés par voie
topique ou orale. lls visent a calmer l'inflammation, les démangeaisons ainsi qu’a
hydrater la peau asséchée et diminuer I’hyper-prolifération des kératinocytes. lls sont
de nature diverse et variée (Misery, 2014a, 2016; Misery and Stander, 2010) :

- les dermocorticoides,

- les dérivés de la vitamine A et D,

- les immunosuppresseurs et les immunomodulateurs,

- les anti-histaminiques ciblant H1,

- les agonistes du récepteur aux cannabinoides et des canaux TRPM8 et

TRPVA1.

La photothérapie peut également étre utilisée pour traiter les dermatoses
inflammatoires prurigineuses. Elle permet de ralentir la prolifération des
kératinocytes et de diminuer les démangeaisons par exposition de la peau a des
rayons ultraviolets (Puvathérapie (UVA) et les UVB a spectre étroit (UVB TLO1 a 311
nm)) (Farahnik et al., 2016; Schlager et al., 2016; Singh et al., 2016; Stein Gold,
2016).

Il existe de nombreux traitements pour le psoriasis, la DA et le SN associés a un
prurit. Cependant, ils n’ont pour objectif que de ralentir ou de soulager les
symptébmes liés a ces pathologies. Les effets secondaires encourus suite a
I'utilisation de ces traitements ne sont pas des moindres, pouvant méme aggraver
dans certains cas les dermatoses prurigineuses et, par conséquent, la qualité de vie

des patients. La nécessité de comprendre les mécanismes intracellulaires de ces
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pathologies est primordiale afin de développer de nouveaux traitements ciblés
pouvant amener a la guérison ou a une augmentation de la qualité de vie des

patients.

2.2. L'eau thermale d’Uriage et les dermatoses prurigineuses

Médecine alternative vieille de plus de 2000 ans, les eaux thermales connaissent
aujourd’hui un nouvel essor dans le traitement de dermatoses prurigineuses
inflammatoires. Une eau thermale est définie par l'article R.1322-2 de 2007 du Code
de la Santé Publique comme « une eau de source souterraine, naturellement pure,
de composition physico-chimique constante et qui contient des minéraux, sels, gaz
et boues, susceptibles d'agir efficacement sur la santé ». Par sa surface de contact
avec l'eau et sa perméabilité, la peau se préte tout particulierement a la pratique

thermale.

L’eau thermale d’Uriage prend sa source a Uriage les Bains dans I'lsere au pied de
la chaine de Belledonne. La présence de vestiges de Thermes Romains atteste son
utilisation depuis I'antiquité. C’est, en 1820 que l'eau d’Uriage est utilisée de
nouveau avec la création d’'un établissement thermal. En 1838, un interne des
hdépitaux de Paris, Jules Vulfranc Gerdy, démontre des vertus thérapeutiques a l'eau
d'Uriage dans sa thése «Maladies de peau soignées par l'eau thermale d'Uriage».
Par la suite, I'autorisation d'exploitation de la source est accordée en 1877. L’eau
thermale d’Uriage est captée a 80 métres de profondeur a une température de 27°C.
Elle se caractérise par sa trés forte composition minérale (11g/l) et son isotonicité,
ce qui la distingue de la majorité des eaux thermales et en fait une eau unique. La

composition exacte de I'eau thermale est décrite dans le Tableau 2 ci-dessous.

Mean ionic content per liter:

Sulfates 2860 mg Potassium 45.5 mg
Chlorures 3500 mg Silicon 42 mg
Sodium 2360 mg Zinc 160 ug
Bicarbonates 390 mg Manganese 154 ug
Calcium 600 mg Copper 75 ug
Magnesium 125 mg Iron 15 ug

Osmolarity of TWFULB is 275 +/— 40 mOsm.

Tableau 2. Composition ionique de I’eau thermale d’Uriage
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Son effet, lié a sa composition équilibrée, permet a I'eau thermale de soulager,
d’améliorer et de traiter visiblement les différentes dermatoses prurigineuses
inflammatoires ainsi que des maladies oto-rhino-laryngologiques (ORL) et
rhumatologiques. Au niveau dermatologique, Uriage s’est spécialisé dans le soin des
peaux sensibles, séches, de I'eczéma chronique, du psoriasis, des acnés rebelles,
des séquelles de brilures et des cicatrices. D’un point de vue clinique, une
amélioration de la qualité de vie des curistes et une diminution significative de la
prise de médicaments ont été constatées, respectivement, aprés 3 semaines de
cure et au cours des 6 mois suivant la cure dans la station thermale d’Uriage
(Barbier and Ricard, 1951; Clavie, 1961; Guillon and Ricard, 1964). Cette eau réduit
significativement les sensations d’inconfort et d’échauffement ainsi que I’érythéme et

le dessechement des peaux (lonescu and Lefeuvre, 2012).

Les cures thermales a Uriage se présentent comme une thérapie douce, d’intérét
général avéré dans le domaine de la dermatologie. Les mécanismes d’action des
eaux thermales sont encore mal connus et sont devenus un enjeu majeur pour les
établissements thermaux. C’est dans cet objectif que les laboratoires
dermatologiques d’Uriage ont développé des travaux de recherche internes, in vitro
ou ex Vvivo, qui ont permis de démontrer les effets de I'eau thermale d’Uriage sur des
pathologies cutanées. L’'eau thermale a une action réductrice de I'hyper-éosinophilie
sur des cultures d’éosinophiles humains expliquant son activité dans le soin des
peaux allergiques (Beauvais et al., 1998). Elle posséde également un potentiel
cicatrisant observé sur une culture de fibroblastes humains en stimulant la synthése
des protéines « alpha-smooth-muscle-actin » (alpha-SMA) et « Fibrilar-actin » (F-
actin), et du collagene, connus pour étre indispensable dans le processus de
cicatrisation (Couderot-Masuyer et al., 2006). Dans un modele d’INC en co-culture
de neurones sensitifs et de kératinocytes, I'eau thermale d’Uriage diminue la
stimulation induite par la capsaicine (Pereira et al., 2006, 2007). Elle inhibe
également la libération d’histamine, a partir de mastocytes, induite par la SP (Joly et
al.,, 2014). L’eau thermale a également des vertus anti-radicalaires, en diminuant la
peroxidation lipidique, et anti-oxydantes en augmentant les activités des enzymes
anti-oxydantes (Super Oxyde Dismutase (SOD) et Catalase) sur les kératinocytes et
fibroblastes humains (Joly et al., 2014). Elle réhydrate et renforce la barriére cutanée

en augmentant I'expression de la claudine-4 (jonctions serrées) et de la filaggrine, a
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I’origine de constituants du « natural moisturizing factor » (NMF) sur kératinocytes et
explants de peau humaine (Joly et al., 2012). Elle agit également sur le microbiote
cutané, en diminuant significativement la cytotoxicité et I'adhésion du staphylocoque
doré (SD) sur les kératinocytes humains, préalablement rendus virulents par la SP
dans un modéle de co-culture de la flore pathogéne cutanée en relation avec la DA
(Percoco et al.,, 2013). Sur des explants exposés au SD virulant, elle augmente
’expression des défensines antibactériennes de I'’épiderme, la B défensine-2 et -3
(Mijouin et al., 2013).

Bien que les effets de l'eau thermale d’Uriage aient été démontrés dans de
nombreux processus liés aux dermatoses prurigineuses inflammatoires, ses effets
sur I'inflammation et I'INC restent méconnus. Dans le cadre d’'une collaboration avec
les laboratoires dermatologiques d’Uriage, nous tenterons d’analyser les effets de

I’eau thermale d’Uriage.
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A. Problématique

L’INC est un phénomeéne présent dans de nombreuses dermatoses prurigineuses
inflammatoires comme le psoriasis, la DA et le SN. Les mécanismes d'actions
cellulaires et moléculaires mis en jeu demeurent partiellement connus du fait de la
complexité des interactions intercellulaires composant le SNEIC. Récemment, de
nombreuses études ont mis en évidence le rdle central des protéases dans ces
dermatoses impliquant le récepteur PAR-2, dans une moindre mesure, le récepteur

PAR-4. Néanmoins, leur implication dans I'INC reste a clarifier.

Nous nous sommes intéréssés aux deux types cellulaires majeurs dans I'INC : les
neurones sensoriels et les kératinocytes. Nous avons analysé l'effet de I'activation de
PAR-2 de maniére séparée sur des cultures primaires de neurones sensoriels issus
de GRD de rat et de kératinocytes humains. L’utilisation de modéles unicellulaires
dissociés du contexte physiologique, nous paraissait étre un choix judicieux pour
comprendre le r6le de chaque intervenant car ils ne prennent pas en compte les
mécanismes d’inter-régulation entre ces deux types cellulaires. Concernant les
kératinocytes, nous avons fait le choix de travailler essentiellement sur des
kératinocytes différenciés car certains mécanismes sont déja connus sur les
kératinocytes non différenciés (qui d’ailleurs correspondent peu a la réalité
physiologique). De plus, les kératinocytes différenciés représentent la majorité des
cellules de I'épiderme, surexpriment PAR-2 (Steinhoff et al., 1999) et sont en contact
direct avec les terminaisons nerveuses intra-épidermiques (Talagas and Misery,
2015).
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B. Objectifs

L'objectif principal du travail a été d'appréhender le role de PAR-2 et PAR-4 dans
I'induction ou l'entretien de mécanismes cellulaires et moléculaires liés a I'INC. Le

second objectif a été de mettre en évidence des voies inhibitrices ou régulatrices.
Nous avons découpé ce manuscrit en 4 chapitres :

- Mise en place d’un modéle d'étude alternatif a l'utilisation de cultures
primaires de neurones sensoriels issus des GRD de rat, en caractérisant une lignée

de PC12 connue pour étre différenciable en neurone sous I'effet du NGF.

- Réalisation d'un criblage des transcrits prédéfinis potentiellement impliqués
dans I'INC et modulés par l'activation de PAR-2 et de PAR-4, sur des cultures
primaires de kératinocytes humains différenciés et de neurones sensoriels issus de
GRD de rat néonataux, en utilisant les peptides agonistes spécifiques de ces deux

récepteurs.

- Etude des effets de I'eau thermale d’Uriage sur la modulation de génes

induite par l'activation PAR-2 dans les kératinocytes humains différenciés.

- Etude des voies calciques intracellulaires de PAR-2 et de son réle dans la
production de molécules inflammatoires préalablement mises en évidence par le

criblage dans les kératinocytes humains différenciés.
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A. Culture cellulaire
1. Conditions de culture

Toutes les manipulations ont été effectuées stérilement sous une hotte a flux
laminaire vertical. Tous les milieux de culture ont été supplémentés en Normocin®
InvivoGen (San Diego, CA USA). La culture des cellules et des tissus a été réalisée a
37°C dans une étuve saturée en humidité dans une atmosphére contenant 5% de
CO2. L’énumération des cellules et I'évaluation de la mortalité avant encemencement

ont été réalisées a I'aide d’'un hématimétre de Malassez et du bleu trypan.

2. Milieux et solutions pour la culture cellulaire

Le Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM), la Dispase® et le keratinocytes
serum-free medium (KSFM) ont été achetés chez Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Le
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS), le DMEM Ham's F12 medium
(DMEM-F12), la trypsine contenant 1/250 de I'acide Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
(EDTA) et du sérum de veau fétal (SVF) ont été achetés chez Lonza (Bale, SU). Le
NGF, l'insuline, le B27, collagénase de type IV, le Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNF), PEDTA et I'hydrocortisone ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Louis,
MO, USA).

3. Cultures primaires de kératinocytes humains
3.1. Obtention des kératinocytes

Les prélevements de peaux humaines provenaient d’abdominoplasties obtenues
dans le cadre d'une convention établie entre notre laboratoire et le Centre Hospitalier
Régional et Universitaire de Brest. Les prélevements ont été anonymisés et une fiche
de suivi accompagnait le prélevement. L’isolement des cellules a été réalisé en
condition stérile. Des lambeaux de peau ont été prélevés puis incubés dans un bain
de a 25 U/mL de Dispase® toute la nuit a 4°C. L’épiderme a été ensuite séparé
mécaniquement du derme puis incubé avec de la trypsine-EDTA pendant 45 min. Les
débris ont été filtrés puis I'activité de la trypsine a été inhibée par du SVF. Les cellules

ont été centrifugées puis resuspendues dans du KSFM.
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3.2. Entretien et différenciation des kératinocytes

Les kératinocytes primaires non différenciés ont été entretenus dans du KSFM et le
milieu a été changé tous les 2 jours. A 80% de confluence, les kératinocytes ont été
décollés par incubation de la trypsine pendant 5 min, puis ils ont été utilisés a la
concentration voulue. Afin dobtenir des cultures primaires de Kkératinocytes
différenciés, les cellules ont été incubées pendant 16 h en présence d'une
concentration élevée de Ca?* extracellulaire dans du DMEM contenant 1,8 mM de
Ca®*. Dans le manuscrit, le terme de « UhPK » sera utilisé pour les cultures primaires
de kératinocytes non différenciés entretenus dans du KSFM et le terme « DhPK »

sera utilisé pour les cultures primaires de kératinocytes différenciés dans du DMEM.

4. Cultures primaires de neurones sensoriels de rat
4.1. Obtention des neurones sensoriels issus des GRD

Des rats nouveau-nés agés de 2 a 5 jours ont été sacrifiés par décapitation. La peau
du dos a été enlevée a l'aide d'une pince et de petits ciseaux. Pour atteindre les GRD,
la partie haute de la colonne vertébrale a été d'abord éliminée, puis a l'aide de petits
ciseaux, la colonne a été séparée en deux longitudinalement. Chaque GRD a été
extrait a l'aide d'une pince fine puis aussitét placé dans du milieu DMEM/F12. Pour
dissocier les cellules nerveuses et les cellules gliales du GRD, les ganglions ont été
placés pendant 35 min dans de la collagénase de type IV a 200 U/mL. Aprés une
dissociation mécanique, les neurones sensoriels ont été ensemencés dans leur milieu

d’entretien.

4.2. Entretien des neurones sensoriels

Les neurones sensoriels ont été entretenus dans du DMEMF-12 (50%) et du DMEM
(50%) supplémentés avec 100 ng/mL de NGF, 10 ng/mL de BDNF, 10 ng/mL
d’hydrocortisone, 10 yg/mL d’insuline, 50X de B27. Les neurones sensoriels ont été

entretenus sur 4 - 5 jours avant d’étre traités.
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5. Lignée de PC12 de rat

Les cellules de la lignée PC12 proviennent d'un pheochromocytome de la glande
surrenale de rat (Lonza, Bale, SU) qui ont la particularité de se différencier en
neurones sous l'influence du NGF. Elles ont été entretenues dans du DMEM-F12
supplémenté avec du SVF (10%) pour assurer leur prolifération. A 80% de
confluence, les cellules ont été décollées avec une solution de DPBS contenant 0,7
mM d’EDTA, puis elles ont été utilisées a la concentration voulue. Afin d’induire leur
différenciation en neurones, les PC12 ont été incubées sur 5 jours dans du DMEM-
F12 supplémenté avec 10 pyg/mL d’insuline, 50X de B27, 10 ng/mL d’hydrocortisone
et 100 ng/mL de NGF.

6. Application des composés pharmacologiques
6.1. Les agonistes et antagonistes

Les composés ont été directement appliqués a la concentration voulue dans le milieu

de culture pour 'ensemble des expériences.

- Les agonistes dilués dans du DPBS étaient les suivants : 100 yM SLIGKV (PAR-2-
AP) pour PAR-2 ; 100 uM GYPGQV (PAR-4-AP) pour PAR-4 (tous de Sigma-Aldrich,
Saint louis, MO, USA).

- Les agonistes dilués dans du diméthylsulfoxyde (DMSOQ) étaient les suivants : 10
UM capsaicine (Sigma-Aldrich, Saint louis, MO, USA) et 10 uM résiniferatoxine (RTX)
(Abcam, Cambridge, UK) pour TRPV1.

- L’ensemble des antagonistes ont été dilués dans du DMSO et étaient les suivants :
1 uM SB366791 (Abcam, Cambridge, UK), 10 uM capsazepine (Abcam, Cambridge,
UK) et 1 yM AMG9810 (Sigma-Aldrich, Saint louis, MO, USA) pour le TRPV1 ; 10 uM
U73122 pour la PLC (Sigma-Aldrich, Saint louis, MO, USA) ; 2 uM GB83 (Axon
Medchem, Groningen, NLD) ; 2 yM thapsigargine (TG) un inhibiteur des pompes «
sarco/endoplasmic reticulum Ca**-ATPase » (SERCA) (Serbilab, Le Mans, FR) ; 10
UM Synta66 pour ORAI1 (Glixx Laboratories, Southborough, MA, USA) ; 5 uM
Xestopongin C (XestC) pour I'« inositol-3-phosphate receptor » (InsP3R) (Abcam,
Cambridge, UK).
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Une concentration maximale de 0,05% de DMSO, nécessaire a la dilution finale des
antagonistes, a été utilisée comme contrOle afin de déterminer I'impact du solvant sur
les cellules au cours des expériences. Les cellules ont été traitées pendant 4 h ou 24
h pour analyser, respectivement, I'expression des ARNm (voir Mat&Met.C.2.) et le

niveau de sécrétion (voir Mat&Met.C.5.).

6.2. Transfection des ARN interférents

Les ARN interférents (ARNi) sont de petits ARN se liant a une séquence d'ARNm
contribuant au clivage spécifique de ce double brin par les enzymes cellulaires. Ce
mécanisme induit la perte de l'expression du gene cible et par conséquent de la
protéine correspondante. Les ARNi on été synthétisés et fournis par Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) pour TRPV1 (NM_080704) et ORAI1 (NM_032790.3) et par
Qiagen (Venlo, NLD) pour PAR-2 (NM_005242). Concernant la transfection, 1 yg de
ARNi a été mélangé avec la Lipofectamine® 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
selon les instructions du fabricant. Le Mix ARNi/Lipofectamine a été dilué dans 500
uL de milieu de culture puis incubé pendant 48 h dans chaque puit. Pour chaque
expérience de transfection de ARNi, un contrble négatif a été effectué en incubant les
cellules avec un "AllStar negative control" (siScramble ; Qiagen, Venlo, NLD) ne
pouvant s’hybrider avec aucun des ARNm exprimés par les cellules. A la suite des 48
h d’incubation, I'effet des ARNi sur I'expression des ARNm et protéines a été mesuré
respectivement par RT-gPCR (voir Mat&Met.C.2.) et Western Blot (voir
Mat&Met.C.3.).

6.3. Utilisation de I'eau thermale d’Uriage

Dans le cadre de la thése CIFRE, I'objectif a été d’analyser I'effet de I'eau thermale
d’Uriage en brumisateur (Laboratoires dermatologiques d’Uriage, Saint-Martin-
d'Uriage, FR). Pour ce faire, I'eau thermale a été diluée a 1/2 dans le milieu de
différenciation, puis a été appliquée avec le SLIGKV sur les kératinocytes pendant 4
h. L’eau thermale étant isotonique, les cellules ont été incubées dans le milieu dilué a
1/2 avec du sérum physiologique, en contréle de la dilution du milieu de culture. A 4 h
d’incubation, l'effet de l'eau thermale d’Uriage sur I'expression des ARNm a été
mesuré par RT-qPCR (voir Mat&Met.C.2.).
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7. Mesure de la viabilité cellulaire

La viabilité des cellules en culture a été mesurée par l'utilisation du sel de tétrazolium
(MTT) qui est un substrat chromogéne réduit en formazan par les déshydrogénases
mitochondriales des cellules vivantes. La quantité de formazan formée a été analysée
a partir du kit CellTiter96® AQueous (Promega, Fitchburg, WI, USA) en suivant les
instructions du fournisseur. En bref, un volume de 1/5 de MTS a été ajouté par
condition. Aprés incubation de 1 h a 37°C a 5% CO2, les cellules ont subi une
agitation forte de 10-20 s et la lecture de la densité optique (DO) a été réalisée a 490
nm. En contrble positif de la mort cellulaire, les cellules ont été prétraitées avec une

solution de 1X de solution de lyse (Promega, Fitchburg, WI, USA).

B. Immunofluorescence

Les cellules ont été ensemencées dans leur milieu d’entretien sur lame de verre
compartimentée par un Flexiperm® (Sarstedt, Nimbrecht, DE) et revétue de Poly-L-
Lysine (100 pyg/mL). Les cellules ont été fixées et perméabilisées au méthanol froid
pendant 30 s puis lavées trois fois (5 min) au DPBS. Les sites non spécifiques ont été
saturés 5 min dans une solution de DPBS contenant 5% BSA contenant 1/1000 de
Tween 20 (DPBST). Les cellules ont été incubées sur la nuit a 4°C dans une chambre
humidifiée avec les anticorps primaires dans du DPBST supplémenté avec 0.5% de
BSA (Tableau 3). En contrble négatif, des anticorps isotypiques non spécifiques ont
été utilisés. Apres trois lavages, les cellules ont été incubées 1 h 30 a température
ambiante et a l'obscurité avec un anticorps secondaire couplé a la fluorescein
isothiocyanate (FITC) ou couplé au tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC)
dirigé contre l'anticorps primaire dans du DPBST supplémenté avec 0.5% BSA
(Tableau 3). Apres trois nouveaux lavages, les cellules ont été colorées avec une
solution Molecular Probes (Eugene, OR, USA) contenant du 4'.6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) et montées entre lame et lamelle. L'analyse de la fluorescence a
été réalisée en utilisant un microscope Axiostar plus (Carl Zeiss Meditec, Marly-le-
Roi, FR). Les photos ont été prises avec une camera AxioCam (Carl Zeiss Meditec,
Marly-le-Roi, FR) et elles ont été analysées avec le logiciel AxioVision (Carl Zeiss
Meditec, Marly-le-Roi, FR).
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Anticorps primaires (IgG)

Anticorps secondaires (IgG)

Réactivité Héte Dilution | Fournisseur Réactivité Héte Fluorochrome | Dilution Fourniseur

Isotypique chévre | 1/500 Abcam, Cambridge, UK IgG-chévre ane FITC 1/500 Santa Cruz, Dallas, TE, USA
Isotypique | lapin | 1/500 | Abcam,Cambridge, UK IgG-lapin chevre | TRITC 1/500 ég%?:tc'll':gjngk),gli‘lessADako,
Isotypique souris | 1/500 Abcam, Cambridge, UK IgG-souris chévre | TRITC 1/500 Abcam, Cambridge, UK
Brn3A lapin 1/500 Abcam, Cambridge, UK IgG-souris chevre | FITC 1/500 Abcam, Cambridge, UK
CGRP-B souris 1/500 Abcam, Cambridge, UK

CK14 souris 1/500 Santa Cruz, Dallas, TE, USA

Involucrine souris 1/500 Abcam, Cambridge, UK

NF200 lapin 1/500 Abcam, Cambridge, UK

ORAI1 lapin 1/500 Abcam, Cambridge, UK

Pan-NF lapin 1/500 Biomol International, Exeter, UK

PAR-2 souris | 1/500 Sigma-Aldrich, Saint louis, CA, USA

PAR-4 souris 1/500 Abcam, Cambridge, UK

Périphérine | souris | 1/500 Abcam, Cambridge, UK

PGP9.5 souris | 1/500 é'l'él:’;”‘tCT /icﬂgﬂog'es Dako, Santa

SP lapin 1/500 Sigma-Aldrich, Saint louis, USA

TRPV1 lapin 1/500 Abcam, Cambridge, UK

TRPVA1 chévre | 1/500 Santa Cruz, Dallas, TE, USA

Tableau 3. Liste des anticorps primaires et secondaires pour 'immunohistochimie

Brn3A, brain-specific homeobox/POU domain protein 3A ; CGRP-, calcitonin gene-related peptide ;
CK14, cytokeratine 14 ; FITC, fluorescein isothiocyanate ; IgG, immunoglobulines ; NF200,
neurofilament 200 ; ORAI1, calcium release-activated calcium channel protein 1 ; Pan-NF, pan-
neurofilament ; PAR-2 et PAR-4, protease-activated receptor-2 et -4 ; PGP9.5, protein gene product
9.5 ; SP, substance P ; TRITC, tetra methyl rhodamine iso thio cyanate ; TRPV1, transient receptor
potential vanilloid 1.

C. Etudes biochimiques et biomoléculaires
1. Extraction et dosage des ARNs et des protéines

Les cellules cultivées en triplicata ont été lysées dans 1 mL de Tri-Reagent (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) pendant 1 min. Le protocole d’extraction des ARNs et
des protéines suivait la procédure donnée par le fournisseur. Brievement, 200 pL de
chloroforme froid étaient ajoutés pour 1 mL de Tri-Reagent. Apres homogénéisation,
les échantillons étaient centrifugés a 12000 g pendant 15 min a 4°C. La phase
aqueuse supérieure (contenant les ARN totaux) et la phase organique (contenant les

protéines et ’ADN) étaient séparées et transférées dans un nouveau tube.
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1.1. Isolation et dosages des ARNs

0,5 mL d’isopropanol a été ajouté a la phase aqueuse contenant les ARN totaux
pendant 10 min. Les ARNSs précipités étaient centrifugés a 12000 g pendant 10 min a
4°C. Par la suite, le culot était lavé avec 1 mL d’éthanol a 75% et centrifugé a 12000
g pendant 5 min a 4°C. Aprés séchage pendant 10 min, les culots obtenus ont été
dissous dans 10 pL d'eau RNAse-free. Les ARNs extraits ont été quantifiés a l'aide
d'un spectrophotomeétre a 260 nm. La contamination protéique a été mesurée a 280
nm. La pureté des échantillons d'ARNs est mesurée par le rapport des deux DO
mesurées a 260 et 280 nm (DO 260/280). Cette valeur doit idéalement se situer entre
1,5 et 2. La DO a 260 nm permet de calculer la concentration d'ARN, étant donné
qu'une unité de DO correspond a 40 ug/mL d’ARN.

1.2. Isolation et dosages des protéines

1,5 mL d’isopropanol ont été ajoutés a la phase organique. Aprés une incubation
pendant 10 min a température ambiante, les échantillons ont été centrifugés a 12000
g pendant 10 min a 4°C. Le surnageant a été enlevé et le culot de protéines a été
lavé trois fois avec une solution de guanidine hydrochloride (0,3 M dans de I’éthanol
95%). Pour chaque lavage, 1 mL a été ajouté, laissé pendant 20 min a température
ambiante puis centrifugé a 7500 g pendant 5 min a 4°C. Le culot a été rincé dans 2
mL d’éthanol 100% pendant 20 min a température ambiante puis centrifugé a 7500 g
pendant 5 min a 4°C. Le culot a été mis a sécher a l'air, puis dissous dans 1% de
Sodium Dodécyl Sulfate (SDS).

La quantité protéique de chaque échantillon a été évaluée a l'aide du réactif de DC™
Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Une gamme d'étalonnage protéique a
été réalisée avec de d’albumine de sérum bovin (« bovine Sera Albumin » (BSA)) par
dilution en cascade au 1/1,5 (de 1,5 a 0 mg/mL). 10 yL de gamme ou d’échantillon
ont été mélangés a 25 ul de réactif S dilué au 1/50 dans le réactif A puis incubés
pendant 15 min avec 200 pL de réactif B avant lecture de la DO a 750 nm. La gamme
n'était utilisée que si le coefficient de distribution des points autour de la droite était
supérieur a 0,985. La densité optique des échantillons, dilués au 1/10, a été

comparée a celle de la gamme.
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2. Réverse transcription et PCR en temps réel
2.1. Synthese de 'ADN complémentaire

Les ARNSs totaux ont été rétro-transcrits en ADN complémentaires (ADNc) avec le kit
« High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit » (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA). L'enzyme Reverse Transcriptase permet de transcrire I'ARN simple brin
en ADNc. 1 ug d'ARN total a été prélevé de I'échantillon et le volume ajusté a 20 uL

avec de l'eau RNAse-free. 20 uL de volume de réaction (mix) ont été ajoutés.

La composition du mix est la suivante : 12,2 uL d'eau RNAse-free, 2 L de tampon de
réaction 10X, 2 yL de random primers 10X, 1,8 pL de dNTP 25X (mélange
équimolaire de dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 uL de reverse transcriptase multiscribe
(50 U/pl)

Les échantillons, de 40 uL, ont ensuite été mis a incuber pendant 10 min a 25°C puis
a 37°C pendant 2 h. Cette étape a été réalisée avec un bloc chauffant « TECHNE

TC-4000 ». Les ADNc résultants ont été ensuite stockés a - 20°C jusqu'a utilisation.

2.2. qPCR

La PCR quantitative en temps réel (qQPCR) ou PCR en temps réel reprend le méme
principe que la PCR classique, c'est-a-dire le cycle de dénaturation, d’hybridation puis
d’extension. Une sonde fluorescente SYBR Green intercalant des acides nucléiques
permet la quantification en temps réel de I'amplicon formé a chaque cycle par mesure
de la quantité de fluorescence émise. Ensuite, chaque gene d'intérét sera rapporté a
un gene de référence, ici I'actine, qui est non régulée dans les traitements utilisés afin
de normaliser les résultats. La qPCR a été réalisée avec le systeme d'Applied
Biosystems (Waltham, MA, USA), StepOne™ Real-Time PCR system. Pour chaque
réaction, 5 yL d'ADNc de I'échantillon ont été ajoutés a 15 yL de Master Mix SYBR
Green (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) contenant 10 yM d'amorces du
gene d'intérét (Tableau 4 et 5). Les amorces ont été obtenues a partir du logiciel
Primer 3 pour un produit de PCR allant de 100 a 200 pb et ont également été
confirmées sur Blast. Un témoin négatif contenant tous les composants a l'exception
de I'ADNc a été réalisé pour chaque gene d’intérét. Les amorces ont été achetées

chez Eurogentec (Seraing, Liege, BEL).
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10 uL de Master Mix SYBR Green, 0,2 uL

d'oligonucléotides sens, 0,2 uL d'oligonucléotides antisens, 4,6 uL d'eau RNAse-free

Les étapes d'amplification étaient les suivantes :

- dénaturation initiale de 10 min a 95°C

- 40 cycles comme suit : 15 s a 95°C puis 1 min a 60°C

Amorces rats

Génes Amorces Sens Amorces Antisens

Actine GAG-ACC-TTC-AAC-ACC-CCA-GC ATG-TCA-CGC-ACG-ATT-TCC-CT
BDNF GGC-CCA-ACG-AAG-AAA-AC AGC-ATC-ACC-CGG-GAA-GTG-T
CGRP-a CCT-TTC-CTG-GTT-GTC-AGC-ATC-TT CAG-TAG-GCG-AGC-TTC-TTC-TTC-AC
EGF CCC-GTG-TTC-TTC-TGA-GTT-CC TGT-AAC-CGT-GGC-TTC-CTT-CT
FGF-8 GCG-ACC-CAC-ACG-TCA-AAC-TA TCC-CTT-GAT-AGA-CAC-AAC-TCC-TC
GRP CCC-GTG-TTC-TTC-TGA-GTT-CC TGT-AAC-CGT-GGC-TTC-CTT-CT

IL-6 CTT-CCC-TAC-TTC-ACA-AGT-CC GAC-CAC-AGT-GAG-GAA-TGT-CC
NGF ATG-GTA-CAA-TCT-CCT-TCA-AC GGC-TGT-GGT-CTT-ATC-TCC

NPY TGG-CCA-GAT-ACT-ACT-CCG-CT ATG-GAA-GGG-TCT-TCA-AGC-CT

NT3 AGC-ATC-ACC-CGG-GAA-GTG-T TCC-CGA-GAG-CCC-AAT-CAC-AA
PAR-2 CTG-CAA-CCG-GAC-CGT-GAA-TGC GAG-CAG-TAC-ATA-TTG-CCG-TAG
PAR-4 GGA-ATG-CCA-GAC-GCC-CAG-CAT-C GGT-GAG-GCG-TTG-ACC-ACG-CA
Sema3A CTG-CTC-CGA-CTT-GCA-GCA-TC CGC-CTC-TGA-AAT-TGC-CAA-TAT-ACC
SP ACC-AAA-TCA-AGG-AGG-CAA-TG AGC-CTT-TAA-CAG-GGC-CAC-TT
TGF-B GCT-GCT-GAC-CCC-CAC-TGA-T GCC-ACT-GCC-GGA-CAA-CTC

TSLP TCC-TGA-AAA-TCG-ACC-ACC-AT GAT-TGT-GGC-TTT-CCT-GCA-TT

VIP CAC-TCA-TTG-GCA-AAC-GAA-TCA TTC-TTC-ACA-GCC-ATT-TGC-TTT-C

Tableau 4. Amorces rats pour la qPCR

BDNF, brain-derived neurotrophic factor ; CGRP-a, calcitonin gene-related peptide-a ; EGF, epidermal
growth factor ; FGF-B, fibroblast growth factor-p ; GRP, gastrin-releasing peptide ; IL-6, interleukine-6 ;
NGF, nerve growth factor ; NT3, neutrophine 3 ; PAR-2 et PAR-4, protease-activated receptor-2 et -4 ;
Sema3A, sémaphorine 3A ; SP, substance P ; TGF-, transforming growth factor-3 ; TSLP, thymic
stromal lymphopoietin ; VIP, vasoactive intestinal peptide.
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Amorces Humaines

Génes Amorces Sens Amorces Antisens

Actine GAG-ACC-TTC-AAC-ACC-CCA-GC ATG-TCA-CGC-ACG-ATT-TCC-CT
BDNF AAA-CAT-CCG-AGG-ACA-AGG-TG AGA-AGA-GGA-GGC-TCC-AAA-GG
CGRP-B TGA-AGC-AGG-AGC-AGG-AGA-CAC-A CGA-AGT-TGC-TCT-TCA-CCA-TGC-C
CXCL1 AGG-CAG-GGG-AAT-GTA-TGT-GC GCC-CCT-TTG-TTC-TAA-GCC-AGA
CXCL2 TGT-GAC-GGC-AGG-GAA-ATG-TA TCT-GCT-CTA-ACA-CAG-AGG-GAA-AC
Cx26 CCC-GAC-GCA-GAG-CAA-ACC GGA-CGG-TGA-GCC-AGA-TCT-TT
Cx43 TAC-CAA-ACA-GCA-GCG-GAG-TT TGG-GCA-CCA-CTC-TTT-TGC-TT
E-cad GTA-ACG-GAT-CCA-GCA-GTG-AA CCC-AGG-CGT-AGA-CCA-AGA-AA
EGF CTT-GTC-ATG-CTG-CTC-CTC-CTG TGC-GAC-TCC-TCA-CAT-CTC-TGC
FGF-B AGA-GCG-ACC-CTC-ACA-TCA-AG TCG-TTT-CAG-TGC-CAC-ATA-C

GRP TCA-GGC-TCC-CTC-TCT-CAG-AA CGT-GCT-GAC-CAA-GAT-GTA-CC
IL-1B ACC-AAA-CCT-CTT-CGA-GGC-AC AGC-CAT-CAT-TTC-ACT-GGC-GA

IL-8 AGG-GTT-GCC-AGA-TGC-ATT-AC AGC-AGA-CTA-GGG-TTG-CCA-GA
IL-31 GAT-GAT-GTA-CAG-AAA-ATA-GTC-GAG-GAA-TT| CTT-CTC-TTC-CTC-CAC-ATC-TTT-CAA A
MMP9 TTC-CAA-ACC-TTT-GAG-GGC-GA CTG-TAC-ACG-CGA-GTG-AAG-GT
MMP24 CCG-TGA-AGG-CAT-TGA-CAC-AG TGC-TGA-TGA-AGG-CTC-CTT-GG
NGF ATA-CAG-GCG-GAA-CCA-CAC-CTC TGC-TCC-TGT-GAG-TCC-TGT-TG

NT3 CGG-AGC-ATA-AGA-GTC-ACC CCT-GGC-TTC-CTT-ACA-TCG

NT4 GCT-GAT-AAC-GCT-GAG-GAA-G CAC-ATA-GGA-CTG-CTT-GGC

ORAI1 AGG-TGA-TGA-GCC-TCA-ACG-AG CTG-ATC-ATG-AGC-GCA-AAC-AG
PAR-2 TGC-TAG-CAG-CCT-CTC-TCT-CC CCA-GTG-AGG-ACA-GAT-GCA-GA
PAR-4 GGG-TCC-CTT-CCC-CCA-CTT GAC-AGT-TGT-AAC-AAC-CCT-ATT-TCC-AAA
Sema3A ACC-ACC-CAA-TCA-GGA-CAG-AG TGG-CAC-TGA-GCA-AAT-CAG-AC
TGF-B AAG-GAC-CTC-GGC-TGG-AAG-TG CCC-GGG-TTA-TGC-TGG-TTG-TA
TNF-a AGA-ACT-CAC-TGG-GGC-CTA-CA GCT-CCG-TGT-CTC-AAG-GAA-GT
TRPV1 CAA-CAA-GAT-CGC-ACA-GGA-GA TCC-TTG-CCA-TCA-GGT-GTG-TA
TSLP CCA-GAA-AGC-TCT-GGA-GCA-TCA ACC-CAA-TTC-CAC-CCC-AGT-TT

Tableau 5. Amorces humaines pour la gPCR
BDNF, brain-derived neurotrophic factor ; CGRP-B, calcitonin gene-related peptide-f ; CXCL1 et -2,

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 et 2 ; Cx26 et -43, connexine 26 et 43 ; EGF, epidermal growth factor

; FGF-B, fibroblast growth factor-g ; GRP, gastrin-releasing peptide ; IL-1B, -8 et -31, interleukine-1, -
6, -8 et -31 ; MMP9 et -24, métalloprotéinase matricielle 9 et 24 ; NGF, nerve growth factor ; NT3 et -4,

neutrophine 3 et -4 ; ORAI1, calcium release-activated calcium channel protein 1 ; PAR-2 et PAR-4,

protease-activated receptor-2 et -4 ; Sema3A, sémaphorine 3A ; TGF-f3, transforming growth factor- ;

TNF-a, tumor necrosis factor-a ; TRPV1, transient receptor potential vanilloide 1 ; TSLP, thymic

stromal lymphopoietin.
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2.3. Analyse des résultats de PCR

Chaque réaction d'amplification a été réalisée en duplicata. La spécificité de chaque
amplification a été contrblée par I'ajout d’une courbe de fusion en fin de cycle de
gPCR donnant la température de dénaturation spécifique de chaque amplicon. La
moyenne des « threshold cycles » ou Ct de chaque duplicata a été utilisée pour
évaluer l'expression relative de 'ARNm de chaque gene. Le Ct est le cycle seuil ou la
fluorescence émise par le SYBR Green intercalé dans ’ADN amplifié est supérieure
au bruit de fond de I’échantillon. Le ACt de chaque géne a été obtenu aprés
soustraction du Ct de I'actine au Ct du géne d’intérét. Le AACt a été obtenu apres
normalisation des échantillons traités par les échantillons non traités selon le calcul
suivant : ACt traité — ACt non traité. L’expression relative des ARNm pour chaque

échantillon a été obtenue selon le calcul suivant : 224¢

qui est la méthode de
référence pour la quantification des ARNm (Bustin et al. 2009). L'’ensemble des
calculs a été réalisé automatiquement par I'appareil de qPCR StepOne™ Real-Time

PCR Software et controlé manuellement.

3. Western Blot
3.1. Dénaturation et migration des protéines

Les protéines extraites ont été dénaturées par chauffage a 95°C pendant 5 min dans
du tampon de charge 10X (4% de SDS, 0,1% de bleu de bromophénol, 100 mM de
TrisHCI, 15% de glycérol, 15% de beta mercapto-éthanol, pH 8,4). Elles ont par la
suite été séparées par migration dans un gel de poly-acrylamide contenant un gel de
concentration et un gel de séparation. Le gel de concentration 4% est constitué de 3
mL d'eau distillée, 1,3 mL de tampon Il (TrisHCI 1 M), SDS 0,4%, pH 6,8), 500 uL
d'acrylamide-bis a 40%, 10 yL de Temed, 50 yL de persulfate d’ammonium (APS) a
10%. Le gel de séparation a 10% de poly-acrylamide est constitué de 3,46 mL d'eau
distillée, 2 mL de Tampon | (TrisHCI 1,5 M, SDS 0,4%, pH 8,6), 1,875 mL
d'acrylamide-bis a 40%, 15 yL de Temed, 75 pyL d'APS a 10%. 100 uyg de protéines
ont été déposés dans les puits du gel de concentration, ainsi que 5 pyL d’un marqueur
de poids moléculaire (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) afin d'identifier facilement les

protéines d'intéréts. La migration a été réalisée dans du tampon de migration
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constitué de 3 g de TrisHCI, 2 g de SDS, 14,4 g de glycine dans 1 L d'eau a 35

mA/gel jusqu’a la sortie du tampon de charge.

3.2. Transfert

La membrane PVDF (Millipore, Bellerica, MA, USA) a été activée pendant 1 min dans
du méthanol puis lavée 3 fois pendant 1 min avant utilisation. Les protéines
contenues dans le gel ont été transférées sur la membrane PVDF pendant 1 h 30 a
100 V constant et 4°C dans le tampon de transfert constitué de 3 g de Tris et de 14,4
g de glycine dans 200 mL de méthanol et 800 mL d'eau. L'efficacité du transfert a été
visualisée par coloration de la membrane avec du rouge ponceau (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) pendant 5 min. La membrane était rincée a l'eau distillée

jusqu'a élimination compléte du rouge ponceau.

3.3. Hybridation de la membrane

Afin d’éviter les fixations non spécifiques, la membrane « Polyvinylidene fluoride »
(PVDF) a été saturée dans du tampon DPBST contenant 5% de lait écrémé toute la
nuit a 4°C. Par la suite, la membrane a été incubée sur 1 h 30 a température
ambiante avec les solutions d'anticorps primaires contenant I'anticorps de lapin dirigé
contre ORAI1 (1/1000 ; Abcam, Cambridge, UK) ou l'actine (1/5000 ; Sigma-Aldrich,
Saint louis, MO, USA) diluées dans du DPBS a 5% de lait écrémé.

La membrane a été lavée 3 fois 15 min sous agitation forte dans du DPBST. Elle a
été ensuite incubée pendant 1 h 30 en présence de l'anticorps secondaire anti-lapin
couplé a la « Horse radish peroxydase » (HRP) (1/5000 ; Sigma-Aldrich, Saint louis,
MO, USA) dilué dans du DPBST avant 3 nouveaux lavages au DPBST. Les protéines
ont été révélées aprés incubation du réactif ECL® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
avec I'HRP de l'anticorps secondaire. La chimio-luminescence a été mésurée par
I'appareil ChemiSmart 5100 (PeQLab Biothecnologie GmbH, Erlangen, DE).

3.4. Quantification relative des protéines

La quantification a été obtenue aprés analyse de l'intensité des bandes par le logiciel

Imaged (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Son expression a été
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normalisée par rapport au géne de ménage (l’actine) et rapportée par rapport a la

condition contréle.

4. Analyse de I'activité NF-kB

Afin d’analyser l'activité transcriptionnelle endogéne du NF-kB, les cellules ont été
transfectées avec un vecteur rapporteur couplé a la Luciférase, pNF-kB-Tluc16-DD
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Brievement, 0,5 yg d’ADN a été mélangé a
de la Lipofectamine® 3000 et du réactif P3000™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
selon les instructions du fournisseur, puis le mix a été déposé dans 200 pL de milieu
de culture pendant 48 h. Les cellules on été traitées avec les agonistes et
antagonistes désirés sur les 24 h permettant I'expression de la Luciférase. L’activité
luciférase a été révélée par incubation pendant 10 min du réactif du kit TurboLuc™
One-Step Glow Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), selon les
instructions du fournisseur. La luminescence a été mesurée en utilisant le lecteur de
microplaques Flex-Station-3 et de son logiciel Soft Max Pro (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

5. Dosage des cytokines inflammatoire

Les concentrations de TSLP (DY1398-05), TNF-a (DY210-05), IL-1B (DY201-05)
humains sécrétées dans les milieux des DhPK ont été déterminées a l'aide de kits
commerciaux DuoSet Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (R&D systems,
Minneapolis, MN, USA) selon les instructions. Les plaques de dosage ont été traitées
sur la nuit avec une 100 L de solution Capture a 800 ng/mL. Le lendemain, la plaque
a été lavée 3 fois avec 200 pyL de 1X de solution de lavage. La plaque a été saturée
avec 300 pL de 1X de solution de dilution sur 1 h avant 3 nouveaux lavages. 100 pL
de Gamme TSLP ou d’échantillon ont été incubés en triplicata pendant 2 h. La
gamme a été obtenue a partir de la solution standard a 100 ng/mL, suivie d’'une
dilution en cascade au 1/2 (TSLP de 2000 a 31,3 pg/mL ; TNF-a : de 1000 a 15,6
pg/mL; IL-1B de 250 a 3,91 pg/mL). Apres 3 lavages, les anticorps dirigés contre la
TSLP, le TNF-a et 'IL-13 ont été incubés pendant 2 h. Aprés 3 nouveaux lavages,
100 L de solution contenant 1X de streptavidine-HRP ont été incubés dans le noir

pendant 20 min. Par la suite, 100 yL d’une solution substrat A + B (v/v) ont été
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ajoutés apres 3 nouveaux lavages. Pour finir, la réaction a été stoppée avec 50 uL

d’une solution stop et la DO a été mesurée a 450 nm.

D. L’imagerie calcique
1. Principe

L’imagerie dynamique du calcium cytosolique a été réalisée par fluorescence
ratiométrique de la sonde « Fura 2-acetoxymethyl ester » (AM). Le Fura 2 est une
sonde calcique (Kd = 0,14 ym) qui présente a la fois une partie fluorophore de type
stybléne lui conférant son caractére fluorescent et une structure tétracarboxylée lui
permettant de lier un ion Ca?*. Le groupement AM permet son passage a travers la
membrane plasmique conférant a la sonde Fura 2 une caractéristique hydrophobe.
Une fois la bicouche lipidique traversée, les estérases du cytoplasme procedent a
une désestérification du Fura 2-AM qui retrouve sa forme Fura 2. La sonde reste
donc piégée dans le cytoplasme ou elle pourra se lier les ions Ca®*. La sonde Fura 2
est une sonde double excitation/mono émission : deux longueurs d’ondes
d’excitation dépendantes de la concentration du calcium, 340 nm (forme liée du
calcium) et 380 nm (forme libre du calcium) et une longueur d’émission 510 nm. La
mesure du rapport de fluorescences F340 / F380 a 510 nm permet de calculer en
mode ratiométrique la concentration en Ca®* intracellulaire libre. Ceci en fait une
sonde de premier choix pour I'étude des variations de Ca®* intracellulaire, puisqu’elle
permet une mesure quantitative du Ca®* intracellulaire libre, indépendamment de la

quantité de sonde chargée dans les cellules.

2. Procédure expérimentale

Les cellules en culture sur des lamelles traitées de 18 mm ont été lavées 3 fois dans
du tampon d’imagerie contenant (en mM) 135 NaCl, 5 KCI, 1 MgCI2, 10 Hepes, 10
glucose et 1,8 Ca®*. Par la suite, elles ont été incubées dans du tampon d’imagerie
supplémenté de 2 uM de Fura 2-AM (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) et de
2 UM d’Acide pluronique (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) pendant 45 min
(37°C, 5% CO2). Apres 3 nouveaux lavages, les lamelles ont été introduites dans une
chambre de perfusion de 500 yL de type RC25F (Warner Instruments, Hamden, CT,

USA). Les échantillons sont ensuite placés sur le poste d’imagerie constitué d’un
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microscope a Olympus IX71 (Olympus Corporation, Tokyo, JAP) équipé d’un
monochromateur Polychrome V (TILL Photonic Media, Pittsfield, MA, USA)
permettant I'exitation de sonde Fura 2 a 340 et 380 nm. Le signal d’émission de la
sonde suite a I'excitation qu’il subit est dirigé vers d’'une caméra 14-bit CDD (EXi Blue
Fluorescence Microscopy Camera ; Qimaging, Surrey, BC, CAN). Les lamelles ont
été placées dans 500 pL de tampon d’'imagerie, contenant (1,8 mM) ou non (0 mM)
du Ca?, et la re-perfusion avec du tampon d’imagerie contenant 1,8 mM de Ca®** a
été réalisée avec un injecteur. L’acquisition des variations du Ca®* cytosoliques a été
effectuée toutes les 5 s et obtenue grace au logiciel Metafluor 6.3 (Universal Imaging,
West Chester, PA, USA). Les résultats présentés sont la moyenne des valeurs
observées sur au moins 45-50 cellules correspondant a l'analyse minimale de 3

lamelles issues de 3 cultures différentes pour chaque condition.

E. Analyse statistique

L’ensemble des résultats obtenu a été analysé a I'aide du logiciel GraphPad Prism 6
(GraphPad software Inc, Ca, USA) et la normalité a été vérifiée pour chaque
expérience. Les résultats ont été traités statistiquement en fonction de la normalité
par ANOVA de type « one-way » ou par le test de Mann-Whitney. Les valeurs
représentées dans le manuscrit correspondent a la moyenne des variations + erreur-
type de la moyenne (SEM) et les différences significatives sont représentées par les
symboles : * = p <0,05 ; ** = p <0,01 ; *** = p <0,001.
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sensoriels issus des GRD de rat
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Chapitre |. Caractérisation des PC12 comme modele alternatif a 'utilisation
des neurones sensoriels issus des GRD de rat

A. Introduction

Actuellement, le principal modéle neuronal d’étude de I'INC est la culture primaire de
neurones sensoriels issus de GRD de rat. L'utilisation d’un tel modéle engendre de
nombreuses contraintes. La premiére est liée a la reproduction des animaux,
nécessitant un rythme soutenu de naissance. La seconde se rapporte a la difficulté
de reproductibilité des expériences a partir de cultures primaires. Une autre
contrainte s’établit sur le plan éthique du fait de l'utilisation d’animaux pour les tests

de cosmétiques.

L’utilisation d'une lignée cellulaire neuronale permettrait de pallier a I'ensemble de
ces contraintes. C'est dans cette optique que les PC12, une lignée cellulaire de
phéochromocytome de rat pouvant étre différenciée par le NGF en neurones, ont été
choisies comme modele de substitution pour étudier les mécanismes cellulaires a
I'origine de I'INC. Dans la littérature, les PC12 ont souvent été utilisées pour I'étude
des voies de signalisation neuronales et des voies neurosécrétoires des neurones
(Qu et al., 1998). Les PC12 expriment également des canaux Na*, K*, Ca®*, leur
conférant un potentiel activable (Martin and Grishanin, 2003; Shafer and Atchison,
1991; Westerink and Ewing, 2008).

Dans un premier temps, nous avons voulu confirmer I'expression de marqueurs
neuronaux dans les PC12 différenciées avec le NGF. Les neurones expriment des
marqueurs neuroendocriniens, le PGP9.5, et des marqueurs neuronaux, les NF (Bae
et al.,, 2015; Lawson et al., 1984; Trowern et al., 1996). Nous utiliserons ces deux
marqueurs pour caractériser nos PC12 différenciées comme neurones. De
nombreux marqueurs sont utilisés pour caractériser les neurones sensoriels. La
périphérine et le « brain-specific homeobox/POU domain protein 3A » (Brn3A) sont
des marqueurs des fibres de type Ad ou C (Bae et al.,, 2015; Ferri et al., 1990;
Ninkina et al., 1993). Les neuropeptides (SP et le CGRP-a) sont les principaux
marqueurs utilisés pour identifier le potentiel neurosécrétoire des neurones
sensoriels périphériques (Bae et al., 2015). Dans 'objectif de caractériser les PC12
comme modele alternatif aux neurones sensoriels issus de GRD de rat, il sera
nécéssaire de retrouver lI'ensemble des marqueurs des neurones sensoriels
périphériques avec des fibres de type Ad ou C. Les neurones sensoriels expriment

également des récepteurs de I'INC et du prurit tels que TRPV1 et PAR-2. Nous
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tenterons d’'une part de confirmer la présence de TRPV1 (Someya et al., 2004) et
d’explorer celle de PAR-2 dans les PC12 différenciées avec le NGF. D’autre part,
nous tenterons de confirmer la fonctionnalité de notre modéle en activant TRPV1 et
PAR-2.

B. Résultats
1. Caractérisation des PC12 comme neurones

Dans la littérature, il a été clairement démontré que les PC12 peuvent étre
différenciées en neurones sous l'influence du NGF (Greene and Tischler, 1976). Afin
de confirmer le phénotype neuronal des PC12, des immuno-marquages de
marqueurs neuronaux tels que PGP9.5 (Trowern et al., 1996) et les neurofilaments
(PanNF) (Lee and Page, 1984) ont été réalisés (Figure 9). Un marquage positif des
neurofilaments au PanNF et PGP9.5 a permis de confirmer que les PC12 se

différencient en neurones, en présence de NGF.

Figure 9. Analyse de la présence des marqueurs des neurones dans les PC12.

Images fusionnées obtenues par immunofluorescence de marqueurs neuroendocriniens tels que les
neurofilaments (PanNF) et la PGP9.5 dans les PC12 différenciées en neurones par le NGF. Les
noyaux ont été colorés en bleu par le DAPI. Le PanNF a été révélé en rouge par un anticorps
secondaire couplé au TRITC. Le PGP9.5 a été révélé en vert par un anticorps secondaire couplé a la
FITC. Ces images sont représentatives de n = 3 expériences indépendantes.
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2. Les PC12, des neurones périphériques associés aux fibres de type AS et C

Afin de valider si les PC12 se différencient en neurones périphériques de type Ad et
C, nous avons réalisé un immunomarquage de la périphérine (Portier et al., 1983) et
du Brn3A (Valderrama and Misra, 2008). Nous avons constaté que les PC12
exprimaient ces deux marqueurs confirmant leur caractéristique sensorielle. Le
potentiel neurosécrétoire des PC12, a été confirmé par un marquage positif des
PC12 avec la SP et le CGRP (Figure 10).

Figure 10. Analyse de la présence des marqueurs des neurones périphériques dans les PC12.
Images fusionnées obtenues par immunofluorescence de marqueurs des neurones périphériques
incluant la périphérine, le Brn3A, la SP et le CGRP dans les PC12 différenciées en neurones par le
NGF. Les noyaux ont été colorés en bleu au DAPI. L’ensemble des marqueurs a été révélé en rouge
par un anticorps secondaire couplé au TRITC. Ces images sont représentatives de n = 3 expériences
indépendantes.

92



Chapitre |. Caractérisation des PC12 comme modele alternatif a 'utilisation
des neurones sensoriels issus des GRD de rat

3. Détection de récepteurs de I'INC dans les PC12

Afin de compléter la caractérisation de ce modéle, un immunomarquage des
récepteurs TRPV1 et PAR-2 a été réalisé. Ces deux récepteurs ont été démontrés
pour étre impliqués dans I'INC (Horvath et al., 2015; Steinhoff et al., 2000). Leur
expression est connue dans les neurones sensoriels et leur activation induit la
sécrétion de neuropeptides par des mécanismes dépendants du Ca?®* (Jessell et al.,
1978; Nguyen et al., 2003; Reed et al., 2003; Su et al., 2005). Nous avons d’une part
confirmé la présence de TRPV1 dans les PC12 différenciées avec le NGF. D’autre
part, nous avons détecté pour la premiére fois la présence de PAR-2 dans ces
cellules (Figure 11). Malgré la présence de ces récepteurs a la surface des PC12, il

reste a déterminer leur fonctionnalité.

Figure 11. Détection de TRPV1 et PAR-2 dans les PC12

Images fusionnées obtenues par immunofluorescence de récepteurs de I'INC dont le TRPV1 et le
PAR-2 dans les PC12 différenciées en neurones par le NGF. Les noyaux ont été colorés en bleu au
DAPI. L’ensemble des protéines a été révélé en rouge par un anticorps secondaire couplé au TRITC.
Ces images sont représentatives de n = 3 expériences indépendantes.

93



Fura-2 ratio 340/380 (dF/FO0)

Chapitre |. Caractérisation des PC12 comme modele alternatif a 'utilisation
des neurones sensoriels issus des GRD de rat

4. Réponse calcique des PC12 aux médiateurs de I'INC

L’activation de TRPV1 et PAR-2 déclenche une augmentation du Ca®* intracellulaire
dans les neurones sensoriels, événement initiateur de I'exocytose. Nous avons
analysé la fonctionnalité des récepteurs cités précédemment en imagerie calcique
dans les PC12 différenciées avec le NGF (Jessell et al., 1978; Nguyen et al., 2003;
Reed et al., 2003; Su et al., 2005). L’activation de PAR-2 par son peptide agoniste,
le SLIGKV & 100 uM, ne déclenchait aucune augmentation du Ca®* intracellulaire.
De la méme maniere, la capsaicine a 10 yM, un agoniste de TRPV1, n'avait aucun
effet sur les variations du Ca®* intracellulaire (Figure 12). Nous avons controlé
I’efficacité de nos agonistes sur des kératinocytes, cellules connues pour induire une
réponse calcique en réponse a ces deux agonistes (Denda et al., 2001; Steinhoff et
al., 1999). La capsaicine a 10 pM et le SLIGKV a 100 pyM induisaient une
augmentation du calcium intracellulaire dans les kératinocytes, confirmant la
fonctionnalité de nos agonistes et l'incapacité des PC12 a répondre a ces deux

types d’agonistes (Figure 12).

Figure 12. Réponses calciques des PC12 différenciées en neurones aux agonistes de PAR-2 et
TRPVA1.

Tracés représentatifs de la réponse moyenne calcique, en condition 1,8 mM de Ca®* extracellulaire,
induite par A. 10 M de capsaicine I'agoniste de TRPV1 et B. 100 uM de SLIGKV le peptide agoniste
de PAR-2 dans les PC12 différenciées en neurones par le NGF et les UhPK. C. Amplitude maximale
de réponse calcique induite par 100 yM de SLIGKV ou 10 yM capsaicine dans les PC12 différenciés
en neurones par le NGF et les kératinocytes en condition 1,8 mM de Ca® extracellulaire. Les
graphiques représentent les valeurs moyennes + SEM de n = 3 expériences indépendantes ; N = 45-
55 cellules par expérience. La significativité a été analysée par le test de ANOVA one-way : * = p <
0,05;**=p<0,01;** =p<0,001 ;ns = non significatif.
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C. Discussion
1. Caractérisation comme neurones sensoriels

Les cellules de la lignée PC12 proviennent d'un pheochromocytome de la glande
surrénale de rat et sont différentiables en neurones sous l'influence du NGF (Greene
and Tischler, 1976). Elles sont déja utilisées comme modéle d’étude de la
croissance des neurites dans des explants de peaux réinervées (Lebonvallet et al.,
2013), de la sécrétion neuronale et neuroendocrinienne (Martin and Grishanin, 2003)
ainsi que des effets de substances neurotoxiques (Shafer and Atchison, 1991). Nous
avons caractérisé les PC12 pour savoir si elles avaient un phénotype de neurones

sensoriels périphériques.

Dans un premier temps, nous avons confirmé le phénotype neuronal des PC12
différenciées par le marquage des neurofilaments (PanNF) et PGP9.5 (Bae et al.,
2015; Lee and Page, 1984; Trowern et al., 1996) (Figure 9). Nous avons également
confirmé qu’elles exprimaient certains marqueurs des neurones sensoriels
périphériques : la périphérine et le Brn3A (Ferri et al., 1990; Ninkina et al., 1993;
Portier et al., 1983; Valderrama and Misra, 2008). La périphérine indique également
'appartenance de ces neurones aux fibres nerveuses de type Ad et C (Bae et al.,
2015; Ferri et al., 1990). L’absence de marquage du NF200 confirme I'absence de
fibres nerveuses de type AB (données non montrées) (Bae et al., 2015; Perry et al.,
1991). La présence de SP et de CGRP valide que les PC12 ont des caractéristiques
de neurones périphériques avec un potentiel neurosécrétoire (Bae et al.,, 2015;
Lindsay et al., 1989) (Figure 10). Cette caractéristique neurosécrétoire a déja été
montrée dans la littérature par la détection de catécholamines (Ahnert-Hilger et al.,
1987). Les PC12 pourraient donc avoir un potentiel neurosécrétoire proche de celui
des terminaisons nerveuses intra-épidermiques de type Ad ou C (Lindsay et al.,

1989), ce qui pourrait convenir comme modele de I'INC.

L'exocytose des neuropeptides est un événement initié par l'augmentation du Ca?*
intracellulaire (Ahnert-Hilger et al., 1987; Huang and Neher, 1996). Une grande
variété de molécules, via leurs récepteurs et canaux calciques, peut déclencher une
augmentation du Ca®* intracellulaire dans les neurones sensoriels. C’est le cas de la

capsaicine et de la tryptase qui activent respectivement TRPV1 et PAR-2 et
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stimulent la sécrétion de neuropeptides par des mécanismes dépendants du Ca**
(Jessell et al., 1978; Nguyen et al., 2003; Reed et al., 2003; Su et al., 2005). Nous
avons confirmé la présence de TRPV1 (Someya et al.,, 2004) et détecté pour la
premiéere fois celle de PAR-2 dans les PC12 différenciées (Figure 11). Ceci suggere
que les PC12, via l'activation de ces deux récepteurs, sont en mesure de déclencher

une réponse calcique et de sécréter des neuropeptides.

Ces résultats préliminaires ont permis de montrer que les PC12 différenciées
expriment des marqueurs neuronaux, qui plus est, des marqueurs du syteme
nerveux périphérique, a savoir la périphérine et le Brn3A. De plus, la présence de
neuropeptides dont la SP et le CGRP, connus pour leur rle prédominant dans I'INC,
confirme leur potentiel neurosécrétoire (Gouin et al., 2015b; Steinhoff et al., 2003a).
La détection des récepteurs (TRPV1 et PAR-2) spécifiques de I'INC et du prurit
confirment que ces cellules pourraient étre activables et donc étre utilisées dans
notre modele (Boillat et al., 2014; Ma, 2002; Roosterman et al., 2006; Stefansson et
al., 2008). L’ensemble de ces premiers résultats positionne les PC12 comme
candidats neuronaux idéals dans I'’étude de I'INC. Ces résultats ne peuvent pas
valider, a eux seuls, les PC12 comme modeéle de neurones sensoriels. Il reste a
définir la fonctionnalité des récepteurs dont I'expression a été validée par

immunocytochimie dans notre modéle.

2. Etude de la fonctionnalité de PAR-2 et TRPV1 dans les PC12

Nous avons procédé a des expériences d’imagerie calcique en connaissance de la
signalisation consécutive a l'activation de ces récepteurs (Amadesi et al., 2004;
Cholewinski et al., 1993; Dai et al., 2007). L’augmentation du Ca®* intracellulaire
étant un pré-requis pour la libération de neuropeptides impliqués dans I'INC, nous
avons étudié la capacité des PC12 a induire des variations calciques suite a
activation de TRPV1 et PAR-2. Nous avons montré que les agonistes de TRPV1
(capsaicine) et de PAR-2 (SLIGKV) n'ont aucun effet sur le Ca®* intracellulaire dans
les PC12, alors qu’ils provoquent une augmentation dans les kératinocytes. Nous
avons conclu que les agonistes sont fonctionnels et donc que TRPV1 ou PAR-2
pourraient étre altérés dans les PC12. L’équipe de Someya a montré que les PC12
sont difficilement activables par la capsaicine et ils ont conclu que les voies de

signalisation pourraient étre altérées ou que le canal TRPV1 serait moins sensible a
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la capsaicine dans ces cellules (Someya et al., 2004). L’absence de variation
calcique suite a I'activation de PAR-2 pourrait s’expliquer, d’'une part, par une faible
expression de PAR-2 et d’autre part, que la signalisation calcique a l'origine de
I'activation de PAR-2 est dépendante, en avale de I'ouverture de TRPV1 (Chen et
al., 2015; Dai et al., 2007; Lee et al., 2010a). Nos résultats rejoignent ceux de la
littérature sur la difficulté d’activation des PC12, remettant en cause la pertinence de
notre modéle pour étudier les mécanismes moléculaires de I'INC. Ces travaux seront
repris ultérieurement au sein du laboratoire, ou nous tenterons de transfecter de
maniére stable les PC12 avec un plasmide d’expression de TRPV1 et/ou de PAR-2

afin de développer un modeéle neuronal fonctionnel de I'INC.

D. Conclusion et perspectives

Nous avons montré que les PC12 différenciées par le NGF expriment certains
marqueurs neuronaux tels que le PGP9.5 et les neurofilaments (PanNF). La
détection du Brn3A et de la périphérine les apparente aux neurones sensoriels
périphériques associés aux fibres nerveuses de type Ad et C. La présence de
neuropeptides suggére un potentiel neurosécrétoire intéressant pour étudier les
mécanismes cellulaires de I'INC. Nous avons également mis en avant la présence
de TRPV1 et PAR2, deux récepteurs bien connus dans la physiophatologie de I'INC,
dont l'activation conduit a la libération de neuropeptides via des mécanismes
dépendants du Ca?®' intracellulaire. Cependant, I'étude de la fonctionnalité en
imagerie calcique des PC12 différenciées, suite a I'activation de TRPV1 et PAR-2,
n‘a pas été concluante. Ces données suggérent que nos récepteurs n’étaient pas
fonctionnels ou que les voies de signalisation intracellulaire dans les PC12 sont
altérées. Nous avons arrété temporairement ce projet suite a des difficultés
rencontrées dans la transfection des plasmides d’expression de TRPV1. Il serait
néanmoins intéressant de transfecter de maniere stable les PC12 avec des vecteurs
d’expression de TRPV1 et PAR-2, afin de répondre a la problématique sur leur
fonctionnalité. Si ce modele s’avére fonctionnel aprés la transfection, nous
analyserons le niveau de sécrétion de neuropeptides suite a I'activation de TRPV1 et

de PAR-2 comparativement aux neurones sensoriels issus des GRD de rat.
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A. Introduction

Les protéases sont des acteurs majeurs dans le developpement pahologique de
certaines dermatoses prurigineuses comme le psoriasis la DA et le NS (Briot et al.,
2009; Kempkes et al., 2014; Steinhoff et al., 2000, 2003b; Tsuijii et al., 2008). Ces
protéases participent activement a I'inflammation en stimulant les PARs, dont PAR-2
et PAR-4, qui sont exprimés par les deux composantes majeures de I'INC, que sont
les neurones sensoriels et les kératinocytes (Cocks and Moffatt, 2000; Guenther and
Melzig, 2015; Zhao et al., 2014b). Ce sont des récepteurs couplés a la protéine G
(RCPG) de type «one shot» dont leur activation par clivage déclenche leur
internalisation et dégradation. Leur activation induit également I'expression de genes
potentiellements impliqués dans I'INC par des mécanismes dépendants de
NFAT/NF-kB et du Ca? (Asfaha et al., 2007; Lee et al., 2010a). Bien que certains
travaux aient mis en evidence le réle de PAR-2 dans la sécrétion de neuropeptides
par les neurones sensoriels, son réle dans I'entretien de I'INC par I'expression
d’autres médiateurs de l'inflammation reste a déterminer. Le rdle de PAR-4 dans
'INC reste encore largement discuté, mais des études portant sur les kallicréines
dans le NS nous laissent supposer sa possible implication (Briot et al., 2009; Furio et
al., 2014; Oikonomopoulou et al.,, 2006). Dans les kératinocytes basaux non
différenciés, I'activation de PAR-2 déclenche la libération de la cytokine TSLP qui
agit directement sur les neurones sensoriels induisant I'INC et le prurit (Wilson and
Bautista, 2014; Wilson et al., 2013a, 2013b). Cependant, les kératinocytes basaux
sont minoritairement représentés dans I'’épiderme et semblent avoir des voies
calciques différentes des kératinocytes différenciés (Bikle and Mauro, 2014;
Vandenberghe et al.,, 2013). De plus, PAR-2 est surexprimé dans les couches
suprabasales de I'épiderme (Mascia et al., 2002; Steinhoff et al., 1999) et les
données concernant les kératinocytes différenciés sont quasi-inexistantes. Avec
I’'objectif de comprendre le role de PAR-2 dans I’épiderme, nous nous sommes

intéressés aux kératinocytes différenciés et a leur implication dans I'INC.

Nous avons étudié le rble de ces deux PARs dans le développement et I'entretien de
'INC a partir de cultures primaires de neurones sensoriels issus des GRD de rat et
de kératinocytes humains différenciés (DhPK). Pour ce faire, nous avons analysé

limpact de l'activation de PAR-2 et PAR-4, par leurs peptides agonistes respecitifs,
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en réalisant un criblage de I'expression de génes impliqués dans l'inflammation dans
ces deux types cellulaires. Nous avons choisi de nous focaliser sur 5 grandes
classes de médiateurs (neuropeptides, neurotrophines, cytokines, facteurs de

croissance et MMPs) ainsi qu’aux jonctions cellulaires.

Les neuropeptides excercent une fonction neuromodulatrice et sont
impliqués dans des réactions cutanées normales ou pathologiques. lls sont
principalement sécrétés par les neurones sensoriels et sont de nature variée. Nous
avons focalisé notre travail sur 4 d’entre eux : le CGRP-qa, le GRP, la SP et le VIP. lIs
sont impliqués dans plusieurs réactions inflammatoires ayant une part neurogéne
telles que la cicatrisation, la douleur et le prurit (Akiyama et al., 2014; Birklein and
Schmelz, 2008; Chéret et al., 2013; Dallos et al., 2006; Kubanov et al., 2015; Mufoz
and Covenfas, 2014; Smolyannikova et al., 2015; Wallengren, 1997). lls sont
également fortement incriminés dans certaines dermatoses prurigineuses
inflammatoires ou ils agissent sur des processus cellulaires tels que la la
prolifération des cellules endothéliales et des kératinocytes ainsi que sur des
processus tissulaires comme la vasodilatation (Ansel et al., 1990; Chu et al., 2000;
Dallos et al., 2006; Haegerstrand et al., 1990; Paus et al., 1995; Wallengren, 1997),
la dégranulation des mastocytes (Dallos et al., 2006; Kulka et al., 2008; Wallengren,
1997), le recrutement des neutrophiles (Perianin et al., 1989; Richter et al., 1992;
Sung et al.,, 1992; Zimmerman et al., 1992) et l'activation des LT (Payan et al.,
1983). Le GRP est suspecté de particper a 'INC associée ou non a un prurit. Son
réle dans le prurit non histaminergique reste néamoins indéterminé et nécessite

qu’on s’y intéresse (Weber, 2015).

Les neurotrophines sont des protéines de natures diverses et variées
incluant le NGF, la NT3 et le BDNF (Chéret et al., 2013; Roosterman et al., 2006).
Ce sont des facteurs essentiels a la survie et la différenciation des neurones du
systeme nerveux périphérique (Montaro et al., 2010). Elles participent également au
maintien de ’homéostasie cutanée ainsi qu’a I'organisation et au renouvellement de
I’épiderme, ce qui peut avoir des conséquences indirectes sur I'INC (Chéret et al.,
2013; Lebonvallet et al.,, 2010, 2013; Roosterman et al., 2006). A linverse, la
Sema3A est un facteur de répulsion des nerfs provoquant la rétractation des cénes

de croissance des neurones (Tang et al.,, 2004; Tominaga and Takamori, 2014;
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Tominaga et al.,, 2008). L’innervation épidermique est finement régulée par la
balance NGF/Sema3A. Une dérégulation de cette balance est retrouvée dans des
dermatoses prurigineuses inflammatoires, et plus particulierement la DA (Tominaga
and Takamori, 2014). Chez les patients souffrants de DA, le niveau de Sema3A est
fortement diminué dans I'épiderme (Tominaga and Takamori, 2014; Tominaga et al.,
2008) alors que celui du NGF est augmenté, contribuant a une forte innervation de

I’épiderme (lkoma et al., 2006; Tominaga and Takamori, 2014).

Les facteurs de croissance sont des molécules importantes pour le maintien
de 'homéostasie cutanée et de la fonction de barriere. Nous nous sommes focalisés
sur certains dentre eux: 'EGF, le FGF et le TGF-B. Ces trois facteurs sont
impliqués dans les grandes fonctions de la peau comme la prolifération, la
régénération ou encore la cicatrisation (Chéret et al., 2013; Cohen, 1993; Mascia et
al., 2003; Roosterman et al.,, 2006). L’EGF joue un rdle dans des dermatoses
prurigineuses inflammatoires incluant le psoriasis et la DA. En effet, I'inhibition ou la
diminution de [I'expression de I'EGFR est corrélée au développement ou
’exacerbation du psoriasis et de la DA avec une aggravation des lésions via la
production de CXCL2, -5 et -6 et -10 par les kératinocytes (Mascia et al., 2003; Saaf
et al., 2012; Zorzou et al., 2004). Le FGF et le TGF-B ont tout d’abord été localisés
dans la couche basale de I'épiderme autour de zones de cicatrisation associées a
des démangeaisons (Bikfalvi et al., 1997; Serini and Gabbiani, 1999). lls sont tous
deux libérés par les kératinocytes et régulent les processus de remodelage de la
MEC, de prolifération et de migration des kératinocytes, des fibroblastes et des
macrophages (Frank et al., 1996; Moroguchi et al., 2004; Nanney et al., 1996; Singer
and Clark, 1999; Toriseva and Kahari, 2009; Xie et al., 2008; Yang et al., 1999). Des
souris déficientes FGFR-/- développent les signes cliniques de ces dermatoses
prurigineuses avec une perte de la fonction barriere, une inflammation cutanée et
une hyperprolifération des kératinocytes (Meyer et al., 2011; Sulcova et al., 2015;
Yang et al., 2010b). Chez des patients ayant un psoriasis, la surexpression du FGF
stimule I'hyperprolifération des kératinocytes et les signes cliniques de cette
pathologie (Finch et al.,, 1997; Kovacs et al.,, 2005; Yao et al., 2014). Une
dérégulation du FGF pourrait étre associée a la diminution de la fonction barriere
observée dans le psoriasis, DA ou encore le NS. Des souris surexprimant le TGF-(3,

au niveau de I'épiderme basal, développent un phénotype cutané qui regroupe
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’ensemble des caractéristiques de l'inflammation et du psoriasis (Li et al., 2004;
Shull et al., 1992).

Les cytokines sont de petites molécules principalement impliquées dans les
réponses immunitaires déclenchées par les cellules non-neuronales. Il nous
paraissait possible que les neurones sensoriels puissent également sécréter des
cytokines pour renforcer I'inflammation cutanée. C’est dans cet objectif que nous
avons regardé le niveau d’expression de deux d’entre elles dans les neurones
sensoriels, I'lL-6 et la TSLP, qui sont connues pour étre augmentées et impliquées
dans des dermatoses prurigineuses inflammatoires incluant le psoriasis et la DA
(Briot et al., 2010; Wilson et al., 2013a). Dans les UhPK, PAR-2 est impliqué dans la
production et la sécrétion de médiateurs inflammatoires tels que I'lL-1a, -1, -6 et -8,
, la TSLP, le TNF-q, la CXCL-1 et -8, la MMP-1, -2, -3 et -9 et le GM-CSF (Briot et
al., 2010; Kubanov et al., 2015; Lee et al., 2010b, 2010b; Takei-Taniguchi et al.,
2012; Wakita et al.,, 1997; Wilson et al., 2013a). De plus, la corrélation entre
augmentation de I'lL-31 et la sévérité de la DA a été démontrée chez I'enfant (Kato
et al., 2014; Siniewicz-Luzenczyk et al., 2013). Nous avons focalisé le criblage dans
les DhPK sur certaines cytokines : CXCL1 et -2, IL-1p, -8 et -31, TNF-a et TSLP.

Les MMPs sont des enzymes protéolytiques sécrétées ou membranaires qui
régulent un grand nombre de processus biologiques par clivage de diverses
protéines circulantes, membranaires ou extracellulaires. Elles interviennent
notamment dans le remodelage tissulaire lors de la cicatrisation, la signalisation
intercellulaire, l'inflammation et I'angiogénese (Egeblad and Werb, 2002; Kerkela
and Saarialho-Kere, 2003; Sternlicht and Werb, 2001)

Les jonctions cellulaires de types adhérentes (E-cad) et communicantes
(Cx26 et Cx43) kératinocytaires sont indispensables au maintient de l'intégrité et de
imperméabilité de I'épiderme. Certaines dermatoses prurigineuses inflammatoires
sont associées a une dérégulation de ces jonctions conduisant a une perméabilité
accrue et une augmentation de I'épaisseur de I'épiderme semblables a celles
observées dans le psoriasis. L’expression des jonctions communiquantes et
adhérentes sont dérégulées avec une augmentation de I'expression de la Cx26 et
une diminution de celles de la Cx43 et la E-cad (Labarthe et al., 1998; Li et al.,

2008). La dérégulation de ces jonctions provoque I'hyper-prolifération des
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kératinocytes, la formation de plaques psoriasiques et des lésions associées a la
perte de la couche granuleuse (Li et al., 2008; Martin et al., 2014; Scott et al., 2012).
Ces jonctions nous paraissaient étre de bonnes cibles pour un modele de la
dérégulation et de la perte de la stabilité de la barriere épidermique dans le
psoriasis. Bien que PAR-2 soit connu pour étre impliqué dans de nombreuses
dermatoses prurigineuses, dont le psoriasis, son role dans I'homéostasie de la
barriére cutanée reste méconnu (Briot et al., 2010; Furio et al., 2014; Gouin et al.,
2015a; Lee et al., 2010a; Steinhoff et al., 2000; Takei-Taniguchi et al., 2012; Tanaka
et al., 2011). C’est dans cet objectif que nous nous sommes intéréssé au role de
PAR-2 sur I’expression de la Cx26, de la Cx43 et de la E-cad.

Dans ce chapitre, nous présenterons les résultats du criblage des génes modulés

par PAR-2 et PAR-4 dans nos deux types cellulaires.

B. Résultats
1. Expression de PAR-2 et PAR-4 dans les GRD et les DhPK

Dans le contexte de I'INC, nous nous sommes intéressés au réle de PAR-2 et PAR-
4 au niveau des deux composantes cellulaires majeures que sont les neurones
sensoriels et les DhPK. Comme le montre la Figure 13, nous avons confirmé la
présence de ces deux PARs en réalisant des expériences d'immunofluorescence sur
les neurones sensoriels de rat. Ces résultat ont été confirmés en RT-gPCR pour
PAR-2 (22,2 + 0,3 Ct; Actine 19,9 + 0,3 Ct; n = 3) et pour PAR-4 (24,7 = 0,5 Ct;
Actine 19,9 + 0,3 Ct; n = 3). Pour les DhPK, nous avons confirmé I'expression
génique et protéique de PAR-2 dans les DhPK (22,8 + 0,4 Ct ; Actine 21,1 = 0,3 Ct;;
n = 3), alors que celle de PAR-4 restait indétectable avec ces deux techniques (> 40
Ct; Actine 21,1 + 0,3 Ct; n = 3).

103



Chapitre II. Criblage des genes régulés par PAR-2 et PAR-4
dans les GRD et les DhPK

Sensory Neurons DhPK

PAR-2

Figure 13. Détection de PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels de rat et les DhPK.

Images obtenues par immunofluorescence de PAR-2 et PAR-4 dans des cultures primaires de
neurones sensoriels de rat issus des GRD et de DhPK. Les noyaux ont été colorés en bleu au DAPI.
PAR-2 et PAR-4 ont été révélés en rouge par un anticorps secondaire couplé au TRITC. PAR-2 a été

révélé en vert par un anticorps secondaire couplé au FITC. Ces images sont représentatives de n = 3
expériences indépendantes.

2. Criblage des génes modulés par PAR-2 et PAR-4 dans les neurones
sensoriels

Suite a la détection de PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels de rat et les
DhPK, nous nous sommes intéressés a I'impact de I'activation de PAR-2 et PAR-4
sur I'expression de géenes impliqués dans I'INC. Nous avons passé au crible les
transcrits de 13 génes cibles impliqués dans l'inflammation comprenant des facteurs
de croissance (EGF, FGF et TGF-B), des cytokines (IL-6 et TSLP), neurotrophines
(BDNF, NT3, NGF, Sema3A) et des neuropeptides (CGRP-a, GRP, SP et VIP). Les
variations de ces transcrits dans les neurones sensoriels de rat ont été analysées
par RT-qgPCR aprés 4 h de traitement avec 100 uM des peptides agonistes de PAR-
2 (SLIGKV) et de PAR-4 (GYPGQYV), combinés ou seuls (Figure 14). Des contrbles
négatifs a 100 yM ayant la séquence inverse des peptides agonistes de PAR-2
(VKGILS) et de PAR-4 (VQGPYG) ont également été effectués.
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Figure 14. Criblage des génes modulés par I'activation de PAR-2 et PAR-4 sur les neurones
sensoriels de rat in vitro.

Graphiques représentant I'expression relative des genes A. des neuropeptides, B. des facteurs de
croissance, C. des neurotrophines et cytokines selon la méthode des AACt suite a 'incubation a 100
UM de SLIGKV et GYPGQV les peptides agonistes des PAR-2 et -4, combinés ou seuls, dans des
cultures primaires de neurones sensoriels issus de GRD de rat. Les génes d’intéréts étaient les
suivants : BDNF, CGRP-a, EGF, FGF, NGF et Sema3A, n = 4 ; GRP, VIP et SP, n = 3 ; IL-6, NT3,
TGF-B, et TSLP, n = 2. Les graphiques représentent les valeurs moyennes + SEM de n expériences
indépendantes. La significativité a été analysée par le test de Mann-Whitney : *=p <0,05; ™ =p <
0,01 ; *** =p < 0,001 ; ND = non détecté.
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Nous avons confirmé que les contréles négatifs, combinés ou seuls, n’induisaient
pas de variations d’expressions en comparaison avec la condition contréle non traité
(Annexe, Figure 22). Comme le montre la figure 14, 3 de nos génes d’intéréts n’ont
pas été détectés dans la condition contrble et traitée par les agonistes de PAR-2 et
PAR-4 : I'lL-6, la NT3 et la TSLP. Le peptide agoniste de PAR-2 (SLIGKV) régulait
’expression de 8 de nos 13 genes d’intéréts comparativement a la condition
contréle. L’activation de PAR-2 diminuait de moitié€ ou plus I'expression de 3 génes
qui codent les facteurs de croissance (EGF, FGF et NGF). Il augmentait également
de 2-fois I'expression des genes des neuropeptides (CGRP-a, GRP, SP et le VIP) et
de la Sema3A. Le peptide agoniste de PAR-4 (GYPGQV) n’impactait pas
’expression de 13 génes d’intéréts en comparaison avec la condition contréle.
L’activation simultanée de PAR-2 et PAR-4 (SLIGKV + GYPGQV) modulait
’expression de 6 genes d’intéréts comparativement aux contrbles. En parallele, cette
activation simultanée augmentait a minima de 2-fois I'expression du BDNF, de
'EGF, du GRP, du NGF, de la SP et du VIP. Cette double activation s’opposait aux

résultats de I'activation unique du récepteur PAR-2.

3. Criblage des génes modulés par PAR-2 dans les DhPK

Nous avons préalablement montré que les DhPK n’expriment pas PAR-4. Nous
avons uniquement analysé I'impact de I'activation de PAR-2 sur I'expression de 21
genes d’intéréts impliqués dans l'inflammation tels que des facteurs de croissance
(EGF, FGF et TGF-B), des cytokines (CXCL-1 et -2, IL-1B, -8 et -31, TNF-a et
TSLP), des neurotrophines (BDNF, NGF, NT3 et Sema3A,), des neuropeptides
(CGRP-B, GRP), des jonctions intercellulaires (Cx26, Cx43 et E-cad) et de MMPs
(MMP9 et -24). Les variations des transcrits d’intéréts dans les DhPK ont été
analysées par RT-qPCR apres 4 h de traitement avec 100 uM du peptide agoniste
de PAR-2 (SLIGKV) (Figure 15). Un contrdle négatif du peptide agoniste de PAR-2 a

été effectué en utilisant 100 M de sa séquence inverse (VKGILS).

Tout d’abord, nous avons confirmé que le peptide contréle (VKGILS) n’avait pas
d’effet sur I'expression de 21 genes d’intéréts en comparaison avec la condition non
traitée (Annexe, Figure 23). Un de nos genes d’intéréts (GRP) n’a pas été détecté
dans la condition contréle. Le peptide agoniste de PAR-2 (SLIGKV) modulait

I’expression de 17 génes d’intéréts comparativement a la condition contréle. Comme
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montré dans la figure 15, I'activation de PAR-2 diminuait de moitié I'expression de 4
génes d’intéréts incluant 2 des facteurs de croissance (EGF et FGF), une cytokine
(NGF) ainsi qu’une jonction communicante (Cx43). Il augmentait également a
minima de 2-fois I'expression de 13 génes d’intéréts incluant un neuropeptide
(CGRP-B), des cytokines (CXCL1 et -2, IL-1B, -8 et -31, Sema3A, TNF-a et TSLP),
des jonctions intercellulaires (Cx26 et E-cad) et les MMPs (MMP9 et -24).
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Figure 15. Criblage des génes modulés par I'activation de PAR-2 dans les DhPK in vitro.
Graphiques représentant I'expression relative des génes A. des neurotrophines, des facteurs de
croissance, B. des neuropeptides, des jonctions, des MMPs et C. des cytokines selon la méthode des
AACt suite a l'incubation de 100 yM de SLIGKV le peptide agoniste de PAR-2 dans les DhPK. Les
genes d’intéréts étaient les suivants : BDNF, EGF, FGF, TGF-B, CGRP-B, GRP, IL-8, IL-31, NGF,
NT3 et Sema3A, n = 3 ; CXCL1, CXCL2, IL-1B, TNF-a, TSLP, MMP9 et MMP24, n = 6 ; Cx26, Cx43
et E-cad, n = 9. Les graphiques représentent les valeurs moyennes + SEM de n expériences
indépendantes. La significativité a été analysée par le test de Mann-Whitney : *=p <0,05; ™ =p <
0,01 ; *** =p < 0,001 ; ND = non détecté.
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C. Discussion
1. Détection de PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels et les DhPK

Dans un premier temps, nous avons veérifié la présence de ces deux récepteurs dans
nos cultures primaires de neurones sensoriels issus de GRD de rat et de DhPK.
Nous avons confirmé par immunomarquage et RTqQPCR les résultats de la
littérature, qui ont montré la présence de PAR-2 et PAR-4 dans les neurones
sensoriels (Amadesi et al., 2006; Asfaha et al., 2007; Steinhoff et al., 2000; Vellani et
al., 2010). Alors que la présence de PAR-2 a été confirmée dans les DhPK, celle de
PAR-4 restait indétectable au niveau des ARNm et de la protéine, étant en accord

avec d’autres travaux (Mascia et al., 2002; Steinhoff et al., 1999) (Figure 13).

2. Criblage des génes modulés par PAR-2 et PAR-4 dans les neurones
sensoriels

Bien que le rdle de PAR-2 dans la sécrétion de neuropeptides a partir des neurones
sensoriels soit clairement établi, celui de PAR-4 reste encore méconnu (Chen et al.,
2015; Fu et al., 2014; Liang et al., 2016; Obreja et al., 2006; Steinhoff et al., 2000;
Vellani et al., 2010). Des études portant sur I’hyperactivité des kallicréines dans des
souris SN, laissent suggérer un potentiel r6le de PAR-4 dans des processus
inflammatoires puisque les kallicréines peuvent activer simultanément PAR-2 et
PAR-4 (Furio et al., 2014; Hovnanian, 2013).

L'implication de PAR-2 et PAR-4 sur la régulation de I'expression de médiateurs de
'INC n’a pas fait I'objet de travaux approfondis. C’est dans cette optique que nous
avons réalisé un criblage de génes impliqués dans I'INC pouvant étre régulés par
’activation de ces deux récepteurs. Pour cela, nous avons analysé I'expression de
médiateurs de l'inflammation suite a l'activation de PAR-2 et PAR-4 par leurs
peptides agonistes (SLIGKV et GYPGQYV, respectivement), combinés ou seuls, dans
les neurones sensoriels de rat (Figure 14). Nous avons choisi de nous focaliser sur 4
grandes classes de médiateurs : les neuropeptides, neurotrophines, les cytokines et

les facteurs de croissance.
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2.1. Les neuropeptides

Nous avons montré que I'expression de la SP, du CGRP-a, du VIP et du GRP était
régulée a la hausse par l'activation de PAR-2 (SLIGKV) dans les neurones
sensoriels de rat (Figure 14 A). D’une part, PAR-2 pourrait contribuer au
développement/renforcement d’une inflammation de type neurogénique par la
sécrétion de neuropeptides (Birklein and Schmelz, 2008; Herbert and Holzer, 2002).
D’autre part, l'activation de PAR-2 pourrait étre corrélée au développement
pathogénique du psoriasis par une hyperprolifération des kératinocytaires et par le
recrutement des neutrophiles, sous l'effet de la SP et du CGRP (Perianin et al.,
1989; Richter et al., 1992; Sung et al., 1992; Zimmerman et al., 1992). L’agoniste
peptide de PAR-4 (GYPGQV) n’avait aucun effet sur I'expression de nos
neuropeptides. Il semblerait donc que I'activation seule de PAR-4 n’'implique pas la

production de neuropeptides de I'INC.

De maniéere intéressante, 'augmentation de I'expression de la SP, du VIP et du GRP
induite par PAR-2 était renforcée par GYPGQV alors que celle du CGRP-a était
diminuée. Ces données tendent a supporter une activité co-modulatrice de PAR-4 et

PAR-2 en renforcant la production de neuropeptides.

Ces données démontrent pour la premiere fois que PAR-2 est un acteur majeur de
la modulation de I'expression des neuropeptides dans les neurones sensoriels
pouvant induire, entretenir et amplifier 'INC. PAR-4 semble étre un modulateur de

I’activité transcriptomique de PAR-2 en amplifiant la production de neuropeptides.

2.2. Les neurotrophines

L’activation de PAR-2 et PAR-4 n’avait pas d’'impact sur I'expression du BDNF dans
les neurones sensoriels de rat. Or, le BDNF est régulé a la hausse dans I'épiderme
de patients souffrant de psoriasis et de DA (Fantini et al., 1995; Raap et al., 2005;
Roosterman et al., 2006; Teresiak-Mikotajczak et al., 2013). L’activation de PAR-2 et
PAR-4 ne semble pas avoir d’effets sur la production de cette neurotrophine.
Cependant, nous sommes dans un modeéle in vitro ne permettant de définir un réle
précis de PAR-2 et PAR-4 dans la surexpression du BDNF comme constaté chez les

patients atteints de psoriais et DA.
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Nous nous sommes également intéréssés a la balance NGF/Sema3A, qui régule
finement linnervation cutanée. Nous avons montré que le déséquilibre
NGF/Sema3A induit par PAR-2 dans notre modéle était a I'inverse de celui observé
chez les patients DA et serait en faveur d’'une diminution de la densité de
linnervation cutanée (Kamo et al., 2011; Tominaga and Takamori, 2014). Ces
résultats pourraient néanmoins étre reliés aux prurits associés a une diminution de la
densité de l'innervation tels que le lichen amyloide (Maddison et al., 2008), le prurigo
nodulaire (Schuhknecht et al., 2011), 'eczéma nummulaire (Maddison et al., 2011),
les chéloides (Tey et al., 2012) ou encore dans les peaux sensibles associées a une
diminution de certaines fibres CGRP positives (Buhé et al.,, 2016). De nouveau,
PAR-4 ne semblait pas impacter I'expression du NGF et de la Sema3A suggérant
que son activation seule n’influence pas la balance NGF/Sema3A et donc

I'innervation cutanée.

L’activation simultanée de PAR-2 et PAR-4 induisait une forte augmentation de
’expression du BDNF et serait compatible avec des dermatoses prurigineuses
inflammatoires comme le psoriais et la DA (Fantini et al., 1995; Raap et al., 2005;
Roosterman et al., 2006; Teresiak-Mikofajczak et al.,, 2013). La balance
NGF/Sema3A était également impactée par la double activation de PAR-2 et PAR-4,
qui serait en faveur d’une forte innervation de I'’épiderme et d’une hyperprolifération
des kératinocytes comme retrouvée dans la DA (Figure 14 C). Lors d'une co-
activation des PARs, il semlerait que PAR-4 agisse comme un modulateur de
lactivité de PAR-2 en inhibant la production de Sema3A et en favorisant celle du
NGF.

2.3. Les facteurs de croissance

Nous avons montré que I'expression de I'EGF et du FGF était fortement diminuée
par l'activation de PAR-2 alors que celle du TGF-B restait inchangée. De plus,
lactivation de PAR-4 ne semblait pas impacter ces genes. Par la diminution de
PEGF et du FGF, PAR-2 serait en faveur de la perte de la fonction barriere et de la
production de chémokines par les kératinocytes. L’activation de PAR-2 pourrait
conduire a I'exacerbation du psoriasis et au développement pathogénique de la DA
(Meyer et al., 2011; Sulcova et al., 2015; Yang et al., 2010b).
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L’'activation en simultanée de PAR-2 et PAR-4 induisait l'augmentation de
I'expression de 'EGF alors que celle du FGF et du TGF-f restait inchangée (Figure
14 B). Cette double activation pourrait €galement contribuer au développement des
dermatoses prurigineuses favorisant I'’hyperprolifération des cellules épithéliales
(Finch et al., 1997; Kovacs et al., 2005; Yao et al., 2014). De plus, PAR-4 semblait
de nouveau étre un modulateur de l'activité de PAR-2 en augmentant I'expression
de 'EGF et en inhibant celle du FGF, induite par PAR-2.

2.4. Les cytokines

L’expression de I'lL-6 et de la TSLP n’a pas été détectée dans nos cultures de
neurones sensoriels activées ou non par le SLIGKV, le GYPGQV ou la combinaison
des deux (Figure 14 C). PAR-2 et PAR-4 pourraient ne pas étre impliqués dans la
production de cytokines de I'inflammation ou les neurones sensoriels ne seraient pas

aptes a en synthétiser.

2.5. Conclusion sur le réle de PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels

Nous avons montré que l'activation de PAR-2, dans les neurones sensoriels,
participe a [linflammation neurogene par l'augmentation de la synthese de
neuropeptides tels que la SP, le VIP et le GRP. Cet effet pro-inflammatoire de PAR-
2 est également retrouvé avec nos données obtenues pour les facteurs de
croissance. En effet, I'activation de PAR-2 diminuait I'expression du NGF et du FGF
ce qui pourrait conduire a la perte de la fonction barriere ainsi qu’a la production de
chimokines par les kératinocytes. Etonnament les résultats obtenus concernant les
neurotrophines et la balance NGF/Sema3A sont plutét en faveur d’'une logique anti-
inflammatoire et d’'une diminution de l'innervation ce qui est contraire aux résultats
de la littérature obtenues sur des modeéles in vivo et in vitro de psoriasis et de DA.
Ces différents résultats, a premiere vue contradictoires, pourraient s'expliquer de

plusieurs maniéres :

1) La diminution de neurotrophines pourrait étre liée a des mécanismes d’auto-
régulations limitant la croissance neuronale et par conséquence ses effets sur

I'épiderme ;
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2) La temporalité d'analyse des données est differente entre in vivo et in vitro. En in
vivo, le processus inflammatoire est déja bien engagé avec une chronicité effective
et une régulation altérée, alors qu’en in vitro, nous regardons linduction du

phénomene avec des mécanismes régulateurs potentiellement encore présents.

3) Le type de modele utilisé (2D et monocellulaire), qui ne prend pas en compte les
interactions neurones-kératinocytes qui sont connus pour réguler finement
inervation épidermique. Un tel modéle pourrait avoir des effets négatifs sur la
croissance neuronale comparativement a la physiopathologie DA observée sur des
biopsies de peau de patients. Nous envisagerons ces expériences sur des co-
cultures neurones-kératinocytes ainsi que sur explants de peau réinnervés pour

nous rapprocher au plus des conditions physiologiques.

L’activation simultanée de PAR-2 et PAR-4 sur les neurones sensoriels, nous a servi
de modéle d’étude des kallicréines qui sont connues activer simultanément ces deux
récepteurs. Pour la premiére fois, nous avons montré que l'activation simultanée de
ces deux récepteurs avait des effets synergiques ou inhibiteurs sur I'expression des
neuropeptides, des neutrophines et des facteurs de croissance. L’activation de PAR-
4 agirait comme un amplificateur de I'activité de PAR-2, en augmentant I'expression
des neuropeptides comme la SP, le GRP et du VIP, en faveur de I'exacerbération de
'INC. PAR-4 aurait également des effets inhibiteurs de lactivit¢ de PAR-2, en
bloguant son effet sur les variations du CGRP, du FGF et de la Sema3A. Pour finir, il
contrebalancait les effets de PAR-2, en favorisant 'augmentation d’expression du
EGF et du NGF.

Ces effets inhibiteurs et de contre-balance de PAR-4 sur lactivité de PAR-2
pourraient servir de modéle d’étude de certaines kallikréines qui ciblent
simultanément ces deux PARs. La double activation de PAR-2 et PAR-4 semblait
étre en faveur d’'un processus inflammatoire par la dérégulation de la balance
NGF/Sema3A associée a une forte innervation cutanée dans la DA. Globalement,
nous pouvons dire que la double activation PAR-2/PAR-4 augmente la transcription
de genes de neuropeptides (CGRPB, SP, VIP) et de facteurs de croissance (FGF,
EGF) qui sont connus pour étre surexprimés et impliqués dans I'INC associée a

certaines dermatoses.
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Nous avons montré pour la premiere fois que I'activation PAR-2 dans les neurones
sensoriels n’est pas uniqguement liée a la sécrétion de neuropeptides mais
également a la régulation de I'expression de neuropeptides, neutrophines et facteurs
de croissance. Le rOle de PAR-4 semblait moins évident dans la régulation
d’expression de génes impliqués. De maniere totalement inattendue, nous avons
montré une co-régulation d’inhibition ou d’amplification entre PAR-2 et PAR-4.
L’ensemble de ces éléments apporte un regard nouveau sur la chronicité des
événements dans les dermatoses inflammatoires mais également sur les roles joués

pour chaque recepteur.

3. Criblage des génes modulés par PAR-2 dans les DhPK

L’épiderme est en contact direct avec I'environnement extérieur et répond
continuellement aux stimuli extérieurs assurant son rble de barriere cutanée.
Précédemment, nous avons montré par immunofluorescence que le récepteur PAR-
4 n’était pas exprimé dans les DhPK (Figure 13). Nous avons focalisé notre
recherche sur le réle du récepteur PAR-2 qui est impliqué dans la modulation de
certaines fonctions des kératinocytes. Son activation déclenche une réorganisation
du cytosquelette, une réaction inflammatoire et une hyper-prolifération des
kérationocytes, déstabilisant la barriere cutanée et falicitant I'entrée d'éléments
exogenes (Braunstein et al., 1994; Ishikawa et al., 2009; Lee et al., 2010b; Santulli et
al., 1995; Steinhoff et al., 1999; Takei-Taniguchi et al., 2012). Bien que de nombreux
travaux ont démontré I'implication de PAR-2 sur la modulation de genes impliqués
dans l'inflammation des UhPK, aucune étude ne s’est intéressée a son role dans les
DhPK. C’est dans cette optique que nous avons analysé la régulation de genes
impliqués dans I'INC, suite a l'activation de PAR-2 par son agoniste peptide
(SLIGKV) dans les DhPK (Figure 15). Nous avons choisi de nous focaliser sur 6
grandes classes de médiateurs (cytokines, MMPs, neuropeptides, neurotrophines et

facteurs de croissance) ainsi que sur les jonctions cellulaires.
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3.1. Les cytokines

Nous avons montré que PAR-2 induisait dans les DhPK une hausse de I'expression
de cytokines inflammatoires : I'lL-1pB, -8 et -31, le TNF-qa, la TSLP et la CXCL-1 et -2
(Figure 15 C). L’augmentation de I'expression du TNF-a et de I'lL-1B pourrait
sensibiliser des neurones sensoriels via leur récepteur specifique, conduisant a la
sécrétion de neuropeptides et donc a 'INC (Binshtok et al., 2008; Gong et al., 2015;
Inoue et al., 1999; Morioka et al., 2002; Oprée and Kress, 2000; Samad et al., 2001;
Zhang et al., 2011). L’augmentation de la TSLP dans les DhPK pourrait étre mise en
parallelre avec celle observée dans les travaux de I'équipe de Wilson. Dans ces
travaux, la production de TSLP par les UhPK déclenchait un prurit en stimulant les
neurones sensoriels via la fixation a son récepteur (Wilson et al., 2013a), mais il
n’est pas démontré que la TSLP peut déclencher une inflammation neurogene (Briot
et al., 2010; Misery, 2014b; Ziegler et al., 2013). Il serait donc intéressant d’analyser
le niveau de sécrétion de SP et CGRP par les neurones sensoriels suite a leur par la
TSLP. Les CXCL sont des chimokines et constituent une superfamille de cytokines
chimiotactiques produite apres stimulation par des signaux de danger. Elles régulent
lactivation, la différenciation ainsi que la migration des cellules immunitaires
(cellules phagocytaires, cellules T, éosinophiles) (De Filippo et al., 2013; Ryser et
al., 2014; Takei-Taniguchi et al., 2012). L’augmentation de la CXCL1 et -2 pourrait
contribuer au déclenchement ou I'amplification de la réponse inflammatoire. Nos
résultats peuvent étre mis en paralléle de ceux de la littérature et confirment le réle
majeur de PAR-2 dans [linflammation associée a certaines dermatoses

prurigineuses via la production de médiateurs inflammatoires a partir des DhPK.

3.2. Les MMPs

L’activation de PAR-2 augmentait également I'expression de MMPs : une soluble, la
MMP-9, et une membranaire, la MMP-24 (Figure 15 B). La synthese de la plupart
des MMPs est négligeable dans le tissu conjonctif cutané. En revanche, des
quantités importantes en sont retrouvées dans la MEC au cours des lésions, de
linflammation, la cicatrisation ou des diffusions métastatiques de cellules
cancéreuses (Altrichter et al., 2009; Caley et al., 2015; Egeblad and Werb, 2002;
Lee et al., 2010b, 2009; Sternlicht and Werb, 2001). L’activation de PAR-2 dans les
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DhPK permettrait, via la surexpression des MMPs, de dégrader la MEC et de

favoriser la migration des kératinocytes et la réponse inflammatoire.

3.3. Les neuropeptides

Les kératinocytes sécretent également des neuropeptides dont l'isoforme B du
CGRP est le principal représentant. Le CGRP-B est favorisé, par des voies
autocrines/paracrines, la prolifération des kératinocytes et la production de cytokines
kératinocytaires (Hou et al., 2011). Nous avons montré que I'activation de PAR-2
augmentait I'expression du CGRP-$ dans les DhPK (Figure 15 B). Ces données
novatrices suggerent que PAR-2 pourrait induire ou renforcer une réponse

inflammatoire a partir des DhPK via une action autocrine du CGRP-.

3.4. Les neurotrophines

Les neurotrophines sont impliquées dans la survie et la différenciation des neurones
du systeme nerveux périphérique (Oakley et al., 2000). Elles peuvent étre également
sécrétées par les kératinocytes (lkoma et al., 2006; Oakley et al., 2000; Roosterman
et al., 2006). Dans les DhPK, I'expression de la NT3, NT4 et du BDNF n’était pas
modulée par PAR-2. En revanche, nous avons montré que PAR-2 déséquilibrait la
balance NGF/Sema3A dans les DhPK, avec une diminution de I'expression du NGF
et une augmentation de I'expression de la Sema3A (Figure 15 A). Ce déséquilibre
de la balance serait donc en faveur d’'une diminution de la densité de l'innervation
cutanée, a l'inverse de celle observée chez les patients souffrants de DA (Kamo et
al., 2011; Tominaga and Takamori, 2014). Le déséquilibre de la balance
NGF/Sema3A dans les DhPK pourrait étre reli€ aux prurits associés a une
diminution de la densité de l'innervation (Buhé et al., 2016; Maddison et al., 2008,
2011; Schuhknecht et al., 2011; Tey et al., 2012). Cependant, le lien avec PAR-2

dans ces pathologies resterait a démontrer.

3.5. Les jonctions

Nous avons mis en évidence que l'activation de PAR-2 augmentait I'expression de la
Cx26 et de la E-cad alors gu’elle diminuait celle de la Cx43 dans DhPK (Figure 15

B). Nos résultats sont a mettre en paralléle avec ceux de la littérature, confortant que
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PAR-2 pourrait entrainer une hyperkératose et le détachement de la couche
granuleuse dans le psoriasis par la dérégulation des jonctions communicantes
(Labarthe et al., 1998; Martin et al., 2014; Scott et al., 2012). Les résultats obtenus
pour la E-cad étaient a I'inverse de ceux attendus de la littérature (Figure 15 B) qui
montraient une diminution de I'expression de la E-cad chez des patients souffrants
de psoriasis (Li et al., 2008). L’augmentation de I'expression de la E-cad obtenue
pourrait induire une augmentation des adhérences intercellulaires associée a

I’hyperkératose ou une augmentation de I’épaisseur de I’épiderme.

3.6. Les facteurs de croissance

L’activation de PAR-2 dans les DhPK diminuait I'expression de 'EGF (Figure 15 A).
Cette diminution pourrait étre mis en parallele de linhibition de 'EGFR dans les
kératinocytes qui contribuerait au développement ou a I'exacerbation du psoriasis et
de la DA. Afin de compléter notre modeéle et vérifier cette hypothése, il serait
intéressant d’analyser également l'expression de I'EGFR dans les DhPK. Une
dérégulation a la hausse ou a la baisse du FGF est associée a la perte de la fonction
barriére, l'inflammation cutanée et ’hyperprolifération des kératinocytes (Finch et al.,
1997; Meyer et al., 2011; Sulcova et al.,, 2015; Yang et al.,, 2010b). Dans nos
travaux, nous avons mis en évidence que l'activation de PAR-2 dans les DhPK
induisait une diminution de I'expression du FGF alors que I'expression du TGF-f
restait inchangée. Cette diminution d’expression du FGF et I'absence de variation du
TGF-B suite a lactivation de PAR-2 pourrait contribuer a un processus de
cicatrisation altéré ainsi qu’a des dermatoses prurigineuses probablement dues a la

perte de la fonction barriere et I’hyperprolifération des kératinocytes.

3.7. Conclusion sur PAR-2 dans les DhPK

De maniere globale, l'activation de PAR-2 dans les DhPK conduit a I'expression de
médiateurs de l'inflammation incluant essentiellement des cytokines inflammatoires
et des MMPs. Ces deux classes de molécules, retrouvées fortement augmentées
dans de nombreuses dermatoses prurigineuses, permettent le recrutement des
cellules de limmunité et le remodelage de la MEC. PAR-2 contribuerait donc
activement au développement de ces dermatoses via de la production de cytokines
et de MMPs issues des DhPK.
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PAR-2 impacterait également la fonction barriere de I'épiderme en dérégulant les
jonctions communicantes telles que la Cx26 et Cx43 qui sont des marqueurs du
psoriasis ou elles sont associées a une hyperkératose et au décollement de la
granuleuse. Les résultats obtenus avec la jonction adhérente, E-cad, sont en
contradiction avec ceux de la littérature. Ceci peut s’expliquer par du fait que nos
résultats sont obtenus a partir de conditions in vitro dans un modele ou nous
sommes les initiateurs du phénomene, tandis qu’in vivo le psoriasis est déja en
place. L’activation de PAR-2 dans les DhPK contribuait €également a la diminution de
’expression de facteurs croissance comme I'EGF et le FGF, qui sont également
connus pour étre diminués dans les dermatoses prurigineuses. L’activation de PAR-
2 pourrait contribuer a la perte de la fonction barriére et a I'entrée de nouveaux

agents pathogenes, agravant et exacerbant les dermatoses.

De maniere intéressante, PAR-2 dérégulait la balance NGF/Sema3A en faveur d’une
diminution de l'innervation intra-épidermique. Ces résultats sont en opposition avec
ceux de I'équipe de Tominaga qui montraient une balance NGF/Sema3 en faveur
d’une augmentation de l'innervation intra-épidermique dans la DA (Tominaga et al.,
2008). Nos résultats pourraient néanmoins étre reliés aux prurits associés a une
diminution des fibres intra-épidermiques (Buhé et al., 2016; Maddison et al., 2008,
2011; Schuhknecht et al., 2011; Tey et al., 2012).

D. Corrélation des résultats du criblage de PAR-2 dans les
neurones sensoriels et les DhPK

Etant donnée leur localisation dans I’épiderme, les neurones sensoriels et les DhPK
peuvent donc étre activées en méme temps par les protéases dans un context
d’inflammation. Jusque maintenant, nous avons analysé les résulats du criblage de
I'activation de PAR-2, dans ces deux types cellulaires en séparé. Or, les fibres intra-
épidermiques traversent I'épiderme et terminent dans la couche granuleuse ou ils
communiquent directement avec les kératinocytes différenciés (Gouin et al., 2015b;
Talagas and Misery, 2015). Dans cette partie, nous mettrons en corrélation les
résultats du criblage de PAR-2 dans les cultures primaires de neurones sensoriels
de rat et les DhPK. Cette comparaison permettra de savoir si les modifications
transcriptionnelles induites par PAR-2 dans ces deux types celulaires vont dans le

méme sens ou s’opposent.
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L’activation de PAR-2 augmentait, autant I'expression de neuropeptides dans les
neurones sensoriels (SP, GRP, VIP et CGRP-a), que dans les DhPK (CGRP-B).
Cette augmentation globale de neuropeptides dans I’environnement I|ésionnel
conduirait au développement et a I'entretien de 'INC. Dans les DhPK, I'activation de
PAR-2 était également responsable de la production de cytokines inflammatoires et
de MMPs. Par cette production, PAR-2 pourrait déclencher ou entrenir des

mécanismes inflammatoires retrouvés dans le psoriasis ou la DA.

La diminution de I'expression de 'EGF et du FGF dans les neurones sensoriels a été
retrouvée dans les DhPK. Ces données démontrent une action synergique de PAR-2
sur ces deux types cellulaires. L’activation de PAR-2 pourrait étre responsable du
développement et de I'exacerbation de dermatoses prurigineuses en induisant la
perte de la fonction barriere et I’hyperprolifération des kératinocytes. Ces résultats
peuvent également étre en lien avec la dérégulation des Cx26 et Cx43 retrouvée lors
de l'activation de PAR-2 dans les DhPK. En effet, 'augmentation de Cx26 et la
diminution de la Cx43 pourraient étre utilisées comme marqueur du développement

du psoriasis associé a la perte de la fonction barriere.

La balance NGF/Sema3A était dérégulée dans les neurones sensoriels et les DhPK
suite a l'activation de PAR-2, avec une augmentation de I'expression de la Sema3A
et une une diminution de celle du NGF. Cette dérégulation de la balance serait en
faveur d’une diminution de la densité des terminaisons intra-épidermiques.
Cependant, ces résultats sont en contradiction avec ceux de la littérature qui
montraient une expression inverse de la balance NGF/Sema3A, conduisant a une

augmentation de l'innervation dans de nombreuses dermatoses prurigineuses.

Nos résultats préliminaires sur le criblage des genes modulés par PAR-2 semblent
étre cohérant entre les neurones sensoriels et les DhPK. Ces modulations
d’expression induites par PAR-2 seraient en faveur de la déstabilisation de la
barriere cutanée et du développement de I'INC observés dans le psoriasis et la DA.
PAR-2 favoriserait également la diminution des fibres intra-épidermiques, ce qui est

a l'inverse de la DA ou du psoriasis. Ceci pourrait s’expliquer par :

- notre modéle d’étude unicellulaire : afin de vérifier cette hypothese, il serait
intéressant d’étudier I'impact de I'activation de PAR-2 sur la balance NGF/Sema3A

dans des co-cultures hétérologues de neurones sensoriels de rat et de DhPK ou sur
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des modéles d’explants de peau humaine réinervés par des neurones sensoriels de
rat. Ce systeme hétérologue serait indispensable, car il nous permettrait d’analyser
les variations d’expression induites par PAR-2 dans les deux types cellulaires.

- l'utilisation d’'un modéle in vitro ou nous sommes initiateur du processus
inflammatoire, alors qu’in vivo, le procesus inflammatoire des dermatoses est déja
bien engagé avec des systémes régulateurs altérés. Il serait intéressant de réaliser
des cultures sur des temps plus longs ou d’utiliser des cellules issues de patients

pathologiques afin de conforter les résultats du criblage de PAR-2.

Afin de compléter les résultats du criblage sur les neurones sensoriels et les DhPK, il
serait nécéssaire d’analyser si les variations des transcrits observées sont
retrouvées au niveau des protéines correspondantes. Dans un second temps, il
serait intéressant d’analyser l'impact au niveau biologique de ces modulations en
analysant des expériences de croissance neuronale, ou de prolifération des
kératinocytes dans un modéle d’épiderme reconstruit Comme les activations de
PAR-2 et PAR-2/PAR-4 donnent des résultats intéressants sur nos 2 types
cellulaires, il serait également judicieux de réaliser une étude plus large de la

modulation des transcrits en utilisant des puces a ARN.
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A. Introduction

Depuis I'Antiquité, les sources d’eaux thermales sont connues pour posséder des
effets bénéfiques sur certains troubles cutanés et ORL (Clavie, 1961; Lee et al.,
2014).

Par sa concentration en sels minéraux, la présence de calcium, de magnésium et sa
teneur en silicium, I'eau thermale d’Uriage assure I’hydratation et la protection de la
peau, mais aussi l'apaisement des peaux sensibles en renforcant son film
hydrolipidique. Sa teneur en sels minéraux lui confére également une propriété
naturellement isotonique, tel un sérum physiologique. Par cette propriété isotonique,

elle n’altere en rien I'activité des cellules et respecte ’'homéostasie de la peau.

Les mécanismes d’action de I'eau thermale d’Uriage sont encore mal connus et sont
devenus un enjeu majeur pour les laboratoires dermatologiques d’Uriage. C’est dans
cet objectif qu’ils ont développé, en partenaria avec notre laboratoire, des travaux de
recherche basés sur des tests in vitro. Le but de ces tests était de comprendre les
bienfaits de l'eau thermale d’Uriage en se basant sur la physiopahtologie de
dermatoses prurigineuses inflammatoires, dans lesquelles PAR-2 est un acteur

majeur.

Or, nous avons préalablement montré que PAR-2 induisait une modulation de
nombreux génes incluant des cytokines, des MMPs et des jonctions communicantes
dans les DhPK (Figure 15). C’est dans ce contexte que nous avons étudié I'effet de
’eau thermale d’Uriage sur certains genes qui ont été préalablement modulés par
PAR-2 tels que les Cx26 et -43, les CXCL1 et -2, le TNF-qa, IL-1B, la TSLP et la
MMP9.

B. Résultats

Les DhPK ont été traités ou non avec 100 yM du peptide agoniste de PAR-2
(SLIGKV) dans le milieu de culture dilué au 1/2 dans de I'’eau thermale d’Uriage. En
contréle de la dilution de I'eau thermale d’Uriage, le milieu de culture a été dilué au
1/2 dans du sérum physiologique ayant une composition isotonique comme l'eau

thermale d’Uriage.
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Avec pour objectif de déterminer I'impact de I'eau thermale d’Uriage sur la viabiltié
des DhPK, un test MTT a été réalisé aprés 4 h d’incubation correspondant au temps
d’incubation pour la RT-gPCR. Comme le montre la figure 16, la dilution au 1/2 avec
’eau thermale d’Uriage ou le sérum physiologique n’a pas d’impact sur la viabilité
cellulaire, en comparaison avec la condition contréle (milieu non dilué). En contrdle
positif de la viabilité cellulaire, les cellules ont été lysées avec 1X de tampon de lyse

montrant une forte diminution de 80% de la viabilité cellulaire.

125+

Cell viability (%)

Figure 16. Effet de I’eau thermale d’Uriage sur viabilité cellulaire des DhPK.

Graphique représentant la viabilité cellulaire des DhPK en réponse a la dilution du milieu de culture au
1/2 avec l'eau thermale d’Uriage (Uriage water) ou le sérum physiologique (Sérum ¢) aprés 4 h
d’incubation. Le tampon de lyse a 1X a été utilisé en contréle positif. Le graphique représente les
valeurs moyennes + SEM de n = 3 expériences indépendantes. La significativité a été analysée par le
test de Mann-Whitney : * = p < 0,05 ; ** = p < 0,01 ; *** = p < 0,001 ; ns = non significatif.

Nous avons tout d’abord constaté que la dilution du milieu au 1/2, avec I'eau thermale
d’Uriage ou avec le sérum physiologique, n’avait pas d’influence sur la modulation de
’expression de nos 8 genes d’intéréts. Dans la condition sérum physiologique, le
SLIGKV modulait de maniere similaire I'expression de nos 8 génes d’intéréts

observée durant le criblage (Figure 17). Il augmentait I'expression de la Cx26, des
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CXCL1 et -2, du TNF-q, de I'lL-1B, de la TSLP et de la MMP9, alors qu’il diminuait
celle de la Cx43. Dans la condition avec I'eau thermale d’Uriage traitée avec le
SLIGKYV, les variations d’expression de nos 8 genes semblaient étre tres faibles ou

absentes en comparaison avec la condition sérum physiologique traitée par le
SLIGKYV (Figure 17).
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Figure 17. Effets de I’eau thermale d’Uriage sur la modulation de I’expression de la Cx26 et -43,
les CXCL1 et -2, le TNF-qa, IL-1B, la TSLP et la MMP9 induite par PAR-2 dans des DhPK.
Graphiques représentant I'expression relative de 8 génes d’intéréts selon la méthode des AACt suite
a lincubation sur 4 h de 100 yM du SLIGKYV, le peptide agoniste de PAR-2, sur les DhPK dans le
milieu de culture dilué au 1/2 avec l'eau thermale Uriage (Uriage water) ou avec du sérum
physiologique (Sérum ). Le graphique représente les valeurs moyennes + SEM de n = 3
expériences indépendantes. La significativité a été analysée par le test ANOVA one-way : * = p <
0,05;**=p<0,01;** =p<0,001;ns = non significatif.
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C. Discussion

Dans ce chapitre, nous avons analysé les bienfaits de I'eau thermale d’Uriage sur la
modulation des jonctions communicantes (Cx26 et -43), des cytokines (CXCL1 et -2,
TNF-a, IL-1B, TSLP) et une MMP (MMP?9) induite par PAR-2 dans DhPK (Figure 15
et 17).

Dans un premier temps, nous avons montré que I'eau thermale d’Uriage n’avait pas
d’impact sur la viabilité des DhPK et sur I'expression de nos genes d’intéréts en
comparaison avec le sérum physiologique (Figure 16). Ces résultats valident que
leau thermale, par sa composition en sels minéraux lui confére un caractere
isotonique, n’altérant en rien I'activité des cellules et respecte parfaitement la peau
(Joly et al., 2012). Ceci a également permis de confirmer que les variations
observées dans les DhPK provennaient bien de I'effet de I'eau thermale d’Uriage et
non d’un effet cytotoxique ou de I'impact de la dilution du milieu de culture aprés 4 h

d’incubation.

Dans un deuxieme temps, nous avons montré que les variations d’expression
précédemment induites par PAR-2, dans le milieu dilué ou non avec du sérum
physiologique, n’étaient pas retrouvées dans la condition avec l'eau thermale
d’Uriage (Figure 17). En effet, Faugmentation de I'expession des transcrits induits
par PAR-2, pour les génes des Cx26 et -43, des CXCL1 et -2, du TNF-a, de I'lL-1j,
de la TSLP et de la MMP9, était fortement diminuée dans les DhPK traités avec

’eau thermale d’Uriage (Figure 15 et 17).

Les résultats sur les Cx26 et Cx43 peuvent étre en mis en paralléle avec ceux de
’équipe du Dr Joly dans lesquels I'eau thermale d’Uriage renforce et réhydrate la
barriere cutanée en augmentant I'expression de jonctions (Joly et al., 2012). La
dérégulation des Cx26 et Cx43 induite par PAR-2 pourrait également étre en lien
une hyperkératose et le détachement de la granuleuse dans le psoriasis (Labarthe et
al., 1998; Martin et al., 2014; Scott et al., 2012). Ceci suggére que I'eau thermale
d’Uriage pourrait étre une bonne alternative aux traitements conventionnels du
psoriasis en rétablissant un niveau d’expression normal des jonctions
communicantes. Il serait également bon de diriger nos recherche sur la filaggrine qui

est impliquée dans la différenciation terminale des kératinocytes dans la couche
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granuleuse et donc dans la fonction barriére de I'épiderme. Sa mutation est facteur
de risque important dans la DA avec la perte de la fonction barriére associée au
décollement et a une diminution de [I'hydratation de la couche granuleuse
(Cabanillas and Novak, 2016; Seguchi et al., 1996). Nous vérifierons, d’une part, si
I’activation de PAR-2 diminue I'expression de la filaggrine et, d’autre part, 'impact de
’eau thermale sur son expression. Cette méme fillagrine est sécrétée et clivée en
petits acides aminés que sont les NMF. Pour finir, nous vérifierons I'impact de
lactivation de PAR-2 sur l'hydratation de la barriere cutanée en regardant les
variations du NMF (Kezic et al., 2009; Rawlings and Harding, 2004). Si ce dernier
est diminué par l'activation de PAR-2, nous tenterons de voir si 'eau thermale
d’Uriage peut favoriser sa production, rejoignant ainsi les travaux de I'’équipe du Dr
Joly (Joly et al., 2012).

Le TNF-a et I'IL-1B sont des molécules inflammatoires et sensibilisatrices des
neurones sensoriels qui stimulent la sécrétion d’autres cytokines inflammatoires et
de neuropeptides, déclenchant par conséquent 'INC et un prurit (Binshtok et al.,
2008; Gong et al., 2015; Inoue et al., 1999; Morioka et al., 2002; Oprée and Kress,
2000; Samad et al.,, 2001; Zhang et al., 2011). De plus, 'augmentation de la
sécrétion de TSLP par les UhPK déclenche une DA associée a un prurit chez la
souris en stimulant les neurones sensoriels (Wilson et al., 2013a). Or, nous avons
montré que I'eau thermale d’Uriage bloquait 'augmentation de I'expression de ces
trois cytokines. L’eau thermale d’Uriage pourrait agir comme un anti-inflammatoire et
anti-pruritique en réduisant la production de ces 3 cytokines inflammatoires. Cet effet
anti-inflammatoire de I'eau thermale d’Uriage est également retrouvé sur les CXCL.
L’eau thermale d’Uriage bloquait 'augmentation de I'expression de la CXCL1 et -2
induite par PAR-2. Cette eau thermale pourrait exercer sa fonction anti-inflammatoire
par la diminution des CXCL en bloquant I'activation, la différenciation ainsi que la
migration des cellules immunitaires (De Filippo et al., 2013; Ryser et al.,, 2014;
Takei-Taniguchi et al., 2012).

La MMP9 est un acteur majeur du remodelage de la MEC lors de la cicatrisation, la
signalisation inter-cellulaire, I'inflammation et P'angiogénése (Egeblad and Werb,
2002; Kerkeld and Saarialho-Kere, 2003; Sternlicht and Werb, 2001). En bloquant
leffet de PAR-2 sur 'augmentation de la MMP9, I'eau thermale d’Uriage pourrait
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favoriser la cicatrisation tout en diminuant Pinflammation cutanée, complétant des
résultats préliminaires sur le potentiel cicatrisant de I'eau thermale (Couderot-
Masuyer et al., 2006).

D. Conclusion et perspectives

En somme, nos résultats ont montré pour la premere fois que l'eau thermale
d’Uriage pourrait avoir des vertus préventives ou curatives pour certaines
dermatoses inflammatoires prurigineuses en bloquant les effets de PAR-2 sur la
régulation d’expression des jonctions communicantes (Cx26 et -43), des cytokines
(CXCL1 et -2, TNF-qa, IL-1B, TSLP) et des MMPs (MMP9) dans les DhPK. Envisager
leau thermale comme une alternative aux traitements topiques (émollients et
corticoides), médicamenteux et a la photothérapie permettrait de limiter les effets
secondaires ainsi que les risques d’aggravation des dermatoses inflammatoires

prurigineuses.

L'effet de I'eau thermale d’Uriage nécessiterait d’étre approfondi en analysant le
niveau de sécrétion des protéines correspondantes a nos génes cibles induits par
PAR-2. Nous tenterons d’analyser les effets de I'eau thermale d’Uriage sur les
variations calciques induites par l'activation de PAR-2 en imagerie calcique afin de
comprendre ces mécanismes intracellulaires. Nous compléterons les effets de I'eau
thermale d’Uriage sur le renforcement et I’hydratation de la barriére cutanée en se
focalisant sur la régulation de I'expression de la filaggrine et du NMF suite a
I’activation de PAR-2.
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Chapitre IV. Role inflammatoire et
voies de signalisation de PAR-2
dans les DhPK
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A. Introduction

L’augmentation du Ca®* cytosolique initie 'exocytose de médiateurs inflammatoires
et est percue comme un second messager intracellulaire dans les kératinocytes
basaux. Les voies intracellulaires de PAR-2 dans ces cellules passent par des
mécanismes dépendants de I'augmentation du Ca?®* cytosolique. L’activation de
PAR-2 déclenche la déplétion des réserves calciques qui stimule la protéine
« Stromal interaction molecule 1 » (STIM1), un capteur de la déplétion. STIM1 active
le canal calcique ORAI1, ce qui déclenche un influx de Ca®* nommé « Store-
operated calcium entry » (SOCE) (Bikle and Mauro, 2014; Jairaman et al., 2015;
Vandenberghe et al., 2013; Wilson et al., 2013a). L’augmentation du Ca®
cytosolique provoque la translocation nucléaire de facteurs de transcription : le
« nuclear factor of activated T-cells » (NFAT) et NF-kB. Ces deux derniers sont
directement impliqués dans la synthése de médiateurs de linflammation, dont la
TSLP qui est connue pour activer les neurones sensoriels et induire un prurit
(Misery, 2014b; Wilson et al., 2013b; Ziegler et al., 2013).

Actuellement, seuls les kératinocytes de la couche basale de I'épiderme sont
incriminés dans linduction de P'INC et du prurit. Cependant, ces kératinocytes
basaux sont minoritaires dans I'épiderme. De plus, I'expression de PAR-2 est
augmentée (Mascia et al., 2002; Steinhoff et al., 1999) alors que celle de
STIM1/ORAI1 est diminuée dans les couches supérieures de I'épiderme (Bikle and
Mauro, 2014; Vandenberghe et al., 2013). Ces résultats suggerent que I'activation
de PAR-2 peut conduire a des mécanismes cellulaires différents entre les
kératinocytes différenciés et les non différenciés. Nous avons préalablement montré
que l'activation de PAR-2 dans les DhPK modulait I'expression de certains génes
connus pour étre incriminés dans I'INC (Figure 15). Nous avons donc étudié les
voies calciques de PAR-2 ainsi que leur impact sur la modulation de I'expression et
de la sécrétion de la TSLP, I'lL-1B et le TNF-a, préalablement modulés dans le
Chapitre II.

Ce chapitre est rédigé en anglais car il va faire I'object d’un article scientifique qui
sera soumis trés prochainement. Les derniéres parties de ce chapitre,
correspondant aux expériences complémentaires de l'article 3 et a la conclusion,

sont rédigées en francais.
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B. Réle pivot de InsP3R et TRPV1 dans la réponse inflammatoire
induite par PAR-2 dans les DhPK (Article 3)

Le réle inflammatoire et les voies de signalisation de PAR-2 dans les DhPK ont fait
'objet d’une étude approfondie dans notre laboratoire et les résultats vont bientot

étre soumis.
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Pivotal role of both TRPV1 and InsP3R in PAR-2-elicited
Ca** stores depletion, NF-kB activity and consequently
inflammatory mediator production in differentiated human
primary keratinocytes

Olivier Gouin" 2, Killian L'Herondelle’, Olivier Mignena, Christelle Le Gall-lanotto1, Paul

Buscaglia®, Réginald Phillippe®, Virginie Buhé', Raphael Leischiera', Mehdi Sakka', Jean-Luc
Carré', Raphaele Le Garrec', Luc Lefeuvre®, Nicolas Lebonvallet', Laurent Misery'.

! University of Western Brittany, Laboratory of Neurosciences of Brest, Brest, France ; 2 Uriage
Dermatological Laboratories, Courbevoie, France ; s University of Western Brittany, Channelopathies
and Ca2+ signaling, INSERM U1078, Brest, France.

Abstract

The activation of proteinase-activated receptor-2 (PAR-2) in basal keratinocytes
stimulates inflammation through a Ca®*-dependent production of mediators such as
interleukine (IL)-1B, tumor necrosis factor (TNF)-a and thymic stromal lymphopoietin
(TSLP). In this study, we investigated the PAR-2 calcium signalling and
consequently the inflammatory mediators’ production in differentiated human primary
keratinocytes (DhPK). Stimulation with the PAR-2 activating peptides SLIGKV
promoted Ca®* stores depletion in both undifferentiated human primary keratinocytes
(UhPK) and DhPK. SLIGKV-evoked Ca?* stores did not trigger store operated Ca?*
entry (SOCE) through ORAI1 in DhPK compared to UhPK suggesting an another
Ca®* channel release. Inhibition of phospholipase C (PLC) and concomitant inhibition
of transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) and inositol trisphosphate receptor
(InsP3R) in DhPK abrogated SLIGKV-evoked Ca®* store depletion, NF-kB activity
and inflammatory mediators production such as IL-13, TNF-a and TSLP. Here, we
demonstrated that PLC and both InsP3R and TRPV1 channels regulated PAR-2-
evoked Ca®* release and consequently inflammatory mediator production that could
contribute to skin inflammation from DhPK. Taken together, a key role of both
InsP3R and TRPV1 in Ca®' internal stores in PAR-2-evoked Ca?* release and
consequently skin inflammation in DhPK might give clues to understand the
pathological role of DhPK in skin disorder such as atopic dermatitis (AD), Netherton

syndrome (NS) and psoriasis, in which PAR-2 is known to be involved.

Key Words: PAR-2, keratinocyte, SOCE, TRPV1, InsP3R
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1. Introduction

The epidermis is mainly composed of keratinocytes (around 80%), which form the
first line of our body’s defence against environmental hazards (Bos, 1997). Skin
injuries or diseases, as well as epidermal barrier dysfunctions, frequently induce the
release of proteases and a wide range of inflammatory mediators from keratinocytes
(Nickoloff and Naidu, 1994; Schechter et al., 1998; Theoharides et al., 2012).

The proteinase-activated receptor-2 (PAR-2) belongs to the seven-transmembrane
G protein-coupled receptors (GPCR) and is activated by serine-proteases, especially
in inflammatory and pruritic skin disorders such as psoriasis, atopic dermatitis (AD)
and Netherton syndrome (NS) (Liu et al.,, 2011; Namazi, 2005; Steinhoff et al.,
2003b, 2005). In the epidermis, PAR-2 is localized on Kkeratinocytes in the
suprabasal layers: stratum spinulosum and granulosum (Kempkes et al., 2014;
Macfarlane et al., 2005; Steinhoff et al., 1999). PAR-2 have a crucial role in
keratinocyte-mediated inflammation by stimulating the production of pro-
inflammatory mediators including cytokines (interleukine (IL)-13, tumor necrosis
factor (TNF)-a and thymic stromal lymphopoietin (TSLP)), chemokines C-X-C motif
ligand (CXCL)-1, -2 and -8) and several matrix metalloproteinase ((MMP)-1, -2, -3
and -9) (Gouin et al., 2015; Lee et al., 2010; Steinhoff et al., 2003, 2005; Takei-
Taniguchi et al., 2012; Wilson et al., 2013a, 2013b).

The involvement of keratinocytic PAR-2-evoked Ca®* dependant mechanisms in the
induction and regulation of cutaneous inflammation is now well established. Indeed,
PAR-2 activation mediates the mobilization of Ca®* by phospholipase C (PLC) and
then inositol 1, 4, 5-triphosphate (InsP3)-mediated Ca®* release from endoplasmic
reticulum through the InsP3 receptor channel (InsP3R) (Macfarlane et al., 2005;
Wilson et al., 2013a, 2013b). Furthermore, in keratinocyte, Ca?* behaves as second
messenger that controls genetic programme through nuclear factor activated T-cells
(NFAT) as well as nuclear factor-kappa B (NF-kB) (Buddenkotte et al., 2005; Hogan
et al.; Jans et al., 2004; Macfarlane et al., 2005; Wilson et al., 2013a, 2013b). Thus,
PAR-2-elicited Ca®* signalling could consequently trigger inflammatory genes

expression in relation to numerous skin disorders.
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Keratinocytes are considered as a non-excitable cells and the store operated Ca®*
entry (SOCE) are the main source of Ca®** mobilization (Bikle and Mauro, 2014;
Castro et al., 2009; Parekh and Putney, 2005; Vandenberghe et al., 2013; Wilson et
al., 2013a). SOCEs go thought specialized Ca?* ion channels at the plasma
membrane named Ca?* release-activated channels (CRACs). One candidate of
CRACs termed ORAI1 has been found to be involved in skin homeostasis by
promoting Ca?* mobilization in keratinocytes (Bikle and Mauro, 2014; Vandenberghe
et al., 2013). The activation of PAR-2 elicits SOCEs through ORAI1 in basal
keratinocytes or undifferentiated human primary keratinocytes (UhPK) (Misery,
2014b; Wilson et al., 2013a). Indeed, PAR-2 activation is associated to Ca?®* store
depletion that consequently promotes the Ca®* sensors stromal interaction molecule
1 (STIM1) activation at the membrane stores. The activation of PAR-2 drops a direct
physical interaction with STIM1 which activate ORAIl1-evoked SOCEs (Misery,
2014b; Wilson et al., 2013a). However, the role of PAR-2-mediated Ca?* mobilization
in differentiated keratinocytes from the spinosum and granulosum layers remains
poorly understood. Immunohistochemical and RT-gPCR assays demonstrated the
down-regulation of ORAI1 protein during the keratinocytes differentiations process
(Vandenberghe et al., 2013), suggesting that ORAI1 could be inoperative to induce
SOCEs in differentiated human primary keratinocytes (DhPK). Altogether, the lack of
ORAI1 in DhPK strongly suggests another intracellular pathways by which PAR-2

could promote skin inflammation compared to UhPK.

For years, the interest in the role of intracellular Ca®* induced by PAR-2 into
keratinocytes in skin inflammation and pruritus is growing but previous works
focused on UhPK from the basal layer. In this regard, we hypothesized that
intracellular PAR-2-evoked Ca®* mobilization could also contribute to skin
inflammation from DhPK. Regarding the change in the expression of PAR-2 and
ORAI1 following differentiation, we investigate PAR-2 Ca®* signaling pathways in
DhPK compared to UhPK by focusing on Ca®* release and SOCEs. We also
investigated the intracellular pathways of PAR-2 in DhPK on NF-kB activity and
inflammatory mediators’ production such as IL-13, TNF-a and TSLP expression and

release.
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2. Results

The cytotoxicity of drugs (GB83, U73122, AMG9810, Xestospongin C) and their
solvant (DMSO 0.05%) used for RT-gPCR and ELISA test following 4 h and 24 h of
incubation was analysed by MTT test. The cytotoxicity of transfection with siRNA
(PAR-2, TRPV1, ORAI1 and siScramble) was also tested following 48 h of
transfection. Here we certify that all SiRNA as well as drugs and their solvant did not
have cytotoxic effect, without impact on cell viability (Data not shown). We also
certify that all drugs and their solvant used in Ca®** imaging did not impact
intracellular Ca®* fluctuation (Data not shown). Efficiency of siRNA knockdown of
PAR-2, TRPV1 and ORAI1 was controlled by RT-gPCR showing an expression

decrease of these targets around 60% (Data not shown)

2.1. SLIGKV activates PAR-2-evoked Ca®* stores depletion in the UhPK and DhPK

Firstly, we confirmed previous evidences that PAR-2 is up-regulated in DhPK
compared to UhPK (Kempkes et al., 2014; Macfarlane et al., 2005). In vitro
differentiation process by incubating UhPK in a rich Ca®* medium for 16 h was
controlled by analysing the changes in expression levels of early differentiation
markers like keratin 14 and involucrin, which are specific to basal and spinosum
layers, respectively (Supplementary data 2 A to C). To address the potential role of
PAR-2 activation in generating Ca®* release in UhPK and DhPK, we investigated the
ability to the agonist peptide of PAR-2 (SLIGKV) to elicit Ca®* release by imaging
Ca?* cytosolic fluctuation using Ca®* reporter, Fura 2-AM. The activation of PAR-2 by
the PAR-2-activating peptide SLIGKV in Ca®* free medium triggered a rapid Ca**
release from internal stores in both UhPK and DhPK (Figure 1 A to C). The Ca?*
mobilization was specific to the activation of PAR-2, because specific siRNA
knockdown of PAR-2 or administration of PAR-2 antagonist GB83 abrogated
SLIGKV-mediated Ca?* store depletion in Ca®* free medium. These results confirm
that the agonist peptide of PAR-2 SLIGKV activates PAR-2 to promote Ca®* release
in UhPK and DhPK.
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Figure 1: PAR-2 activation by SLIGKV evoked robust Ca* store depletion in UhPK and DhPK.
The PAR-2 agonist peptide SLIGKV induced Cca* release. (A) UhPK and (B) DhPK were treated with
100 yM SLIGKYV in Ca®* free bath solution. Blockage of PAR-2 by siRNA knockdown for 48 h or pre-
treated with 2 yM PAR-2 antagonist GB83 abrogated SLIGKV-evoked Ca®" release in UhPK and in
DhPK. (C) Dot blot graph illustrated the amplitude of SLIGKV-evoked Ca®* release in DhPK and
UhPK, each point represent the maximal ca* response of individual cell (data exhibited are mean +
SEM; n = 45-55 cells; representative of four independent experiments; one-way ANOVA: * p <
0.05, **p<0.01, ™ p<0.001).

2.2. PAR-2-evoked Ca®* stores depletion did not trigger SOCEs in the DhPK.

The Ca?* store depletion is generally associated to Ca®* influx named SOCEs. As
seen above, PAR-2 activation by SLIGKV stimulated Ca®* release and the question
is whether PAR-2 could trigger SOCEs in UhPK and DhPK. To evaluate the role
stores depletion in triggering SOCEs in UhPK and DhPK, we analysed the ability to
the SERCA pumps inhibitors, thapsigargin (TG), to trigger Ca** stores depletion and
then SOCEs. Figure 2 A and C showed that TG stimulated Ca®* release in Ca®* free
medium and then Ca®* add-back in bath solution elicited SOCEs in UhPK. Regarding
DhPK, TG-evoked Ca** release did not elicit SOCEs following Ca** add-back in bath
solution. To assess the role of PAR-2-mediated Ca®* release in UhPK and DhPK, we
analysed the ability of SLIGKV-evoked Ca®* release to trigger SOCEs (Figure 2 B
and C). We showed that SLIGKV elicited robust Ca®* release in Ca®* free bath
solution and then Ca** add-back in bath solution triggered Ca®* influx named SOCEs
in UhPK, confirming that PAR-2-evoked Ca®* triggers SOCEs in these cells.
Regarding DhPK, SLIGKV-mediated Ca®* release did not elicit Ca®* influx following
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add-back of Ca®* in bath solution confirming our previous results with TG. These

results indicate that PAR-2-elicited Ca®* release from internal stores but did not

trigger SOCEs suggesting that CRACs channels could be inoperative or absent in
DhPK.

SOCEs are dependent to opening of ORAI1 that occurs following Ca?* store
depletion. In this way, we therefore examined the effects of ORAI1 blockage in TG-
and PAR-2-elicited SOCEs in UhPK. As shown in Figure 2 D and F, blocking ORAI1
with siRNA knockdown and Synta 66 diminished approximately by 75% and 90% the
TG-elicited SOCEs following Ca?* add-back in bath solution. The same inhibition
was obtained SLIGKV-elicited SOCEs (Figure 2 E and F). These results indicate that
CRACs especially ORAI1 are essential for TG- and PAR-2-evoked SOCEs in UhPK.
Altogether, we suggested that ORAI1 could be inoperative or absente in DhPK to
trigger SOCEs compared to the DhPK.

To confirm the changes in the functionality of ORAI1 between the UhPK and DhPK,
we confirmed previous evidences that ORAI1 mRNA and protein levels are down
regulated in DhPK in comparison to UhPK (Supplementary data 2 A to C)
(Vandenberghe et al., 2013). These data suggest that CRACs could be inoperative
to triggers SOCEs in DhPK probably due to their down-regulation occurring
keratinocytes differentiation process (Vandenberghe et al., 2013). Moreover, the lack
of SOCEs in PAR-2-mediated Ca** signaling pathways could highlight news
intracellular pathways for PAR-2 in DhPK by which it regulates Ca®* elevation and
probably inflammatory process.
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Figure 2: PAR-2-evoked Ca* stores depletion did not trigger SOCEs in DhPK.

(A to C) SLIGKV-evoked Ca® stores depletion in DhPK did not trigger SOCEs. To depleted stores,
UhPK and DhPK were treated with (A) 2 yM SERCA pumps inhibitor thapsigargin (TG) or (B) 100 uM
SLIGKV in Ca* free bath solution and then 1.8 mM of Ca®* was added-back in the external bath
solution to visualize SOCEs. (C) Amplitude of SOCEs responses following SLIGKV- and TG-evoked
Ca®* release in DhPK compared to UhPK, each point represent the maximal ca* response of
individual cell (data are mean + SEM; n = 45-55 cells; representative of four independent
experiments; one-way ANOVA: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). (D to E) SLIGKV-evoked Ca**
stores depletion in UhPK triggered SOCEs through ORAI1. UhPK were treated with (D) 2 uM TG or
(E) 100 uM SLIGKV in ay Ca® free bath solution to depleted stores. SOCEs were triggered by 1.8
mM Ca®* adding-back in the external bath solution. SOCEs were blocked by siRNA knockdown of
ORAI and by 10 uM ORAI1 inhibitor Synta 66. (F) Dot blot graph summarize SOCEs amplitude
response following SLIGKV- and TG-evoked Ca®* release in UhPK, each point represent the maximal
ca® response of individual cell (data are mean; n = 50-60 cells; representative of three independent
experiments; one-way ANOVA: *p <0.05, **p <0.01, *** p < 0.001).
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2.3. PAR-2 evoked Ca®* store depletion is dependant of PLC and downstream of
both Insp3R and TRPV1 in DhPK.

The Ca®* store depletion is mainly dependent of PLC pathway. PLC hydrolyses
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) to form InsP3, which directly act on
InsP3R to allow Ca®* release. To assess the contribution of PLC and InsP3R on
PAR-2-mediated Ca®* release in DhPK, we used specific PLC inhibitor, U73122, and
the InsP3R antagonist, Xestospongin C. Figures 3 A and B exhibit that U73122
totally impaired the SLIGKV-mediated Ca®* increase, while Xestospongin C partially
diminished by 50% this rise of Ca®* in DhPK. These results indicate that PLC
activation is necessary to PAR-2-evoked robust Ca®** release in DhPK. However,
InsP3R appeared to be involved in a lesser extent in DhK than UhPK. Data strongly
suggests a likely input of another Ca®* release channel at the endoplasmic stores

membrane in DhPK.

One candidate for a second PAR-2-elicited Ca®* release is the transient receptor
potential vanilloid 1 (TRPV1), which is localized in endoplasmic stores from a large
number of cells where it acts as a Ca®* channel release from a subset of the InsP3R-
containing stores (Castro et al., 2009; Gallego-Sandin et al., 2009; Helen Turner,
2003; Marshall et al., 2003). Regarding ours results on SOCEs and InsP3R in DhPK,
we hypothesized that TRPV1 could participate as a second channel release in PAR-

2-evoked Ca?* release from a subset of internal InsP3R stores.
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Figure 3: PAR-2-evoked ca** store depletion were PLC dependant and gone through both
InsP3R and TRPV1 in DhPK.

(A-B) SLIGKV-elicited Ca® stores depletion in DhPK was totally abolished by PLC (U73122) and
partially by InsP3R antagonist: xestospongin C, XestC. DhPK were treated with 100 yM SLIGKV
following pre-treatment for 30 min with 10 uM U73122 or 5 uM XestC in Ca®* free bath solution. (B)
Dot blot illustrate the amplitude of SLIGKV-evoked Ca** release following pre-treatment with U73122
and XestC in DhPK, each point represent the maximal Ca®* response of individual cell (data are mean
+ SEM; n = 45-55 cells; representative of four independent experiments; one-way ANOVA: * p <
0.05, **p <0.01, ™ p < 0.001).). (C-D) Concomitant inhibition of InsP3R and TRPV1 totally inhibited
SLIGKV-evoked Ca** release in DhPK. Cells were treated with 100 yM SLIGKYV following transfection
for 48 h with siTRPV1 knockdown or pre-treatment for 30 min with 1 yM SB366791, 10 uM
capsazepin and 1 yM AMG9810 as well as concomitant treatment with 1 yM AMG9810 and 5 uM
Xestospongin C (XestC). (D) Dot blot illustrate the amplitude of SLIGKV-evoked Ca®* release
following TRPV1 inhibition or concomitant inhibition of TRPV1 and InsP3R in DhPK, each point
represent the maximal ca® response of individual cell (data are mean + SEM; n = 45-55 cells;
representative of four independent experiments; one-way ANOVA: “p < 0.05, ™ p < 0.01, "™ p <
0.001).
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To directly address this potential role for TRPV1, we next analysed the
pharmacological inhibition of TRPV1 on PAR-2-evoked Ca®* release in DhPK. To
assess this hypothesis, we analysed the cytosolic Ca®* fluctuation in response to
SLIGKV in Ca?* free bath solution in TRPV1 knockdown DhPK or pre-treated with
various TRPV1 antagonists such as AMG9810, SB366791 and capsazepin. Figure 3
C and D showed that SLIGKV-evoked Ca?* release was significantly reduced by
50% with all TRPV1 antagonists as well as in TRPV1 knockdown. These findings
highlight the important role of TRPV1 channel in PAR-2-mediated Ca®* release in
DhPK. Nonetheless, the part of each channel TRPV1 and InsP3R or other channels
in the Ca®* response of PAR-2 in these cells need to be clarified. To address the
potential role of both InsP3R and TRPV1 in PAR-2-elicited Ca®*, we performed a
concomitant inhibition of these two channels with the InsP3R and TRPVA1
antagonists, xestospongin C and AM9810, respectively. Interestingly, the rate of
Ca** release following PAR-2 activation was totally abolished by concomitant
inhibition of both TRPV1 and InsP3R. Altogether, data indicate that TRPV1 patrtially
acts as an intracellular Ca®* channel contributing to Ca®* release following PAR-2
activation in DhPK. In addition, both TRPV1 and InsP3R appear to be the main
actors of PAR-2-evoked Ca®* store depletion in these cells.

2.4. PAR-2 stimulated NF-«kB activity and inflammatory mediators expression through
PLC and both TRPV1 and InsP3R in DhPK

The rise of cytosolic Ca?* is also considered as a second messenger (Elsholz et al.,
2015) able to modulate nuclear factor activity such as NFAT and NF-kB, leading
consequently to modulation of gene expression (Buddenkotte et al., 2005; Jairaman
et al., 2015; Wilson et al., 2013a; Wullaert et al., 2011) To address the potential role
of PAR-2 in the expressional change in DhPK, we examined the ability of SLIGKV to
stimulate the NF-kB reporter plasmid coupled to luciferase gene in DhPK. The
activation of PAR-2 increased the luciferase activity of NF-kB plasmid reporter, which
was absent in PAR-2-knockdown cells and abolished with the PAR-2 antagonist
GB83 confirming that the rise of NF-kB activity is specific to PAR-2 (Figure 4 A).
Then, we focused on the potential role of each intracellular actor on PAR-2-mediated
NF-kB activity such as PLC, InsP3R and TRPV1 previously found to be involved in
PAR-2-evoked Ca®* release. The PLC plays a pivotal role in the beginning of PAR-2
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intracellular pathways because the PLC antagonist U73122 totally abolished

SLIGKV-mediated the rise in the transcriptional activity of NF-kB. This activity rise

was partially diminished by 50% in TRPV1-knockdown cells as well as with TRPV1

and InsP3R antagonist’'s AMG9810 and xestopongin C, respectively. In addition,

concomitant inhibition of both TRPV1 and InsP3R totally inhibited PAR-2-mediated

NF-kB activity. These results confirm our Ca?* imaging results and indicate that

PAR-2-mediated Ca®* release through PLC and both TRPV1 and InsP3R regulates
the activity of NF-kB in DhPK.

To address the potential role of PAR-2-mediated the production of inflammatory
mediators in DhPK, we initially examined the ability to SLIGKV to regulate the
expression of inflammatory TSLP, TNF-a and IL-18 (Figure 4 B and C and D,
respectively). Indeed, PAR-2-activating peptide SLIGKV up-regulated the expression
of TSLP, TNF-a and IL-1[3, which were abolished in PAR-2-knockdown cells and with
PAR-2 antagonist GB83 confirming that these up-regulations were specific to PAR-2.
We next analysed the role of PLC, InsP3R and TRPV1 on PAR-2-mediated
inflammatory mediators’ production in DhPK. The PLC inhibitors U73122 totally
abrogated ours targets overexpression induced by SLIGKV confirming the
participation of this signaling protein in the beginning of PAR-2 intracellular
pathways.

Therefore, these up-regulations were diminished by 50% in TRPV1-knockdown cells
and by the TRPV1 and InsP3R antagonists AMG9810 and Xestospongin C,
respectively. Concomitant inhibition of both TRPV1 and InsP3R totally abolished
PAR-2-mediated IL-13, TNF-a and TSLP expression. Altogether, our results suggest
that InsP3R and TRPV1 are the mains actors in PAR-2-mediated the expression of
inflammatory mediators in DhPK. In addition, these data could be correlated to our
previous results on the role of InsP3R and TRPV1 in the Ca®* release and the NF-kB
activity following PAR-2 activation in DhPK.
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Figure 4: Concomitant inhibition of TRPV1 and InsP3R abrogated PAR-2-evoked NF-kB
transcriptional activity and inflammatory mediator expression

(A) PAR-2-mediated NF-kB reporter activity as well as expression and release of (B) TSLP, (C) TNF-
a, (D) IL-1B were abrogated by concomitant inhibition of TRPV1 and InsP3R in DhPK. (A) For NF-kB
activity assay, cells were transfected with the pNF-kB-Tluc16-DD reporter for 48 h. (A-F) Cells were
transfected for 48 h with siRNA knockdown for Scramble, PAR-2 and TRPV1 or pre-treated for 30 min
with 2 yM GB83, 10 yM U73122, 5 uM xestopongin C (XestC), 1 uM AMG9810 as well as
concomitant 1 yM AMG9810 and 5 yM xestospongin C prior to addition of 100 yM SLIGKYV for 3 h
gene expression or for 24 h pNF-kB-Tluc16-DD reporter. DMSO at 0.05 % was used as control for
agonist dilution (data are mean = SEM; n = 3 replicates; representative of four independent
experiments; one-way ANOVA: *p <0.05, **p <0.01, *** p < 0.001).
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2.5. PAR-2 up-regulated inflammatory mediators release through PLC and both
TRPV1 and InsP3R in DhPK

As shown previously, PAR-2 up-regulated TSLP, TNF-a and IL-1B expression in
DhPK (Figure 4 B and C and D, respectively). To validate the potential role of PAR-2
in inflammatory process and in the induction of pruritus, we performed ELISA test of
TSLP, TNF-a and IL-1B to analyse secretion level of these mediators from DhPK
(Figure 5 A, B and C). We demonstrated that SLIGKV enhanced TSLP, TNF-a and
IL-1B release in DhPK, which were abrogated by the inhibition of PAR-2 (GB83 and
siRNA) confirming that these releases were linked to PAR-2 activation. As seen
beforehand, PLC and both InsP3R and TRPV1 played a central role in PAR-2-

mediated Ca®* release, NF-kB activity and inflammatory in DhPK.

B C

507 o

fd Hhk *

*k

N
Q

I
il

n
Q

-
?

*k Hkk

201

N
Q

154

ns ns

w
@

10

n
?

TNF-a release (pg/mg protein)
IL-1p release (pg/mg protein)

-
i

siScramble
AMG9810
AMG9810
DMSO 0,05%

XestC + AMG9810
XestC + AMG9810

AMG9810

SLIGKV ' % SLIGKV

Figure 5: Concomitant inhibition of TRPV1 and InsP3R abrogated PAR-2-evoked inflammatory
mediator release

PAR-2-mediated (A) TSLP, (B) TNF-a, (C) IL-1B release was abrogated by concomitant inhibition of
TRPV1 and InsP3R in DhPK. Cells were transfected for 48 h with siRNA knockdown for Scramble,
PAR-2 and TRPV1 or pre-treated for 30 min, 2 yuM GB83, 10 uM U73122, 5 uM xestopongin C
(XestC), 1 yM AMG9810 as well as concomitant 1 yM AMG9810 and 5 yM xestospongin C prior to
addition of 100 uM SLIGKV for 24 h. DMSO at 0.05 % was used as control for agonist dilution (data
are mean + SEM; n = 3 replicates; representative of four independent experiments; one-way ANOVA:
*pP<0.05 p<0.01, ***p<0.007).
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In this way, we next analysed the role of these three actors on PAR-2-mediated
inflammatory mediators release in DhPK. We found that the PLC inhibitors U73122
totally abrogated TSLP, TNF-a and IL-1B release confirming the central role of PLC
in PAR-2 intracellular pathways. Therefore, the separate blockage of TRPV1
(AMG9810 and siRNA) and InsP3R (XestC) partially diminished the secretion level
of TSLP, TNF-a and IL-1B. Interestingly, PAR-2-mediated inflammatory mediator
release was abrogated by the concomitant inhibition of both TRPV1 and InsP3R.
Altogether, our results confirmed that both InsP3R and TRPV1 are the mains actors
of signaling pathways in PAR-2-mediated inflammatory mediators release in DhPK.
In addition, these data could be correlated to our previous results on the role of both
InsP3R and TRPV1 on Ca?* release, NF-kB activity as well as TSLP, TNF-a and IL-
113 following PAR-2 activation in DhPK.

3. Discussion

The keratinocyte differentiation is associated with the migration from the depth layers
(stratum basalum) to the external layers (stratum spinulosum then stratum
granulosum) (Watt, 1983). This process is especially characterised by the up-
regulation of involucrin and PAR-2 as well as the down-regulation of keratin 14 and
ORAI1 (Kempkes et al., 2014; Macfarlane et al., 2005; Steinhoff et al., 1999;
Vandenberghe et al., 2013). We confirmed these expressional changes by
immunohistological, RT-gPCR and western blotting assays between in vitro culture
of UhPK and DhPK (supplementary data). These results suggest that DhPK could
also promote skin inflammation via PAR-2 activation. However, it has been showed
that PAR-2-evoked Ca?* depletion triggers SOCEs through ORAI1 in UhPK (Bikle
and Mauro, 2014; Castro et al.,, 2009; Vandenberghe et al., 2013; Wilson et al.,
2013a, 2013b). Considering the down-regulation of ORAI1 in DhPK, we
hypothesized that PAR-2-evoked intracellular Ca®* mobilization could be different
between UhPK and DhPK.

To directly address the role of PAR-2 on Ca®" store depletion, we recorded
intracellular Ca®* fluctuation in UhPK and DhPK. In both conditions, PAR-2-activating
peptide SLIGKV elicited robust Ca®* store depletion, which was abrogated by
blocking PAR-2. Thus, we confirmed that PAR-2 mediates Ca®* release in UhPK and
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we showed for the first time the same effect in DhPK. Next, we analysed the ability to
PAR-2-evoked Ca?* release on triggering SOCEs. Firstly, we confirmed that PAR-2
or TG-mediated Ca®* store depletion evoked SOCEs through ORAI1 in UhPK (Bikle
and Mauro, 2014; Castro et al.,, 2009; Vandenberghe et al., 2013; Wilson et al.,
2013a, 2013b). Interestingly, PAR-2- and TG-evoked Ca** release did not evoke
SOCEs in DhPK, thus confirming our hypothesis on the different PAR-2 Ca®*
signalling between UhPK and DhPK. Regarding to these results, we proposed that
CRACs-evoked SOCEs may be inoperative in DhPK probably due to ORAI1 down-
regulation occurring keratinocytes differentiation process. This highlights new
intracellular pathways for PAR-2 in DhPK by which it regulates Ca®* elevation and

consequently probably inflammatory process.

Currently, it is clearly established that PAR-2-mediated Ca?* store depletion in a
PLC- and InsP3-dependent mechanism in UhPK (Macfarlane et al., 2005; Wilson et
al., 2013a, 2013b). Firstly, we showed that PLC totally impaired PAR-2-evoked Ca**
stores depletion in DhPK, while InsP3R appeared to be involved in a lesser extent,
strongly suggesting a likely input of another Ca?* release channel. TRPV1 is a Ca**
channel localized at both plasmatic and endoplasmic membranes from excitable and
non-excitable cells including dorsal root ganglion (DRG) neurons, mast cells,
fibroblast-like cells and liver cells (Castro et al., 2009; Gallego-Sandin et al., 2009;
Helen Turner, 2003; Marshall et al., 2003). Indeed, TRPV1 acts as an intracellular
release channel from a subset of the InsP3R-containing stores and fails to trigger
SOCEs (Castro et al., 2009; Gees et al., 2010; Helen Turner, 2003; Marshall et al.,
2003; Wisnoskey et al., 2003). Using Ca®" imaging in DhPK, we confirmed the
functionality of TRPV1 at the endoplasmic stores to promote Ca?* store depletion
and its inability to trigger SOCEs. In this way, we hypothesized that TRPV1 channel
could be a good candidate for PAR-2-evoked Ca®** release in DhPK. We next
analysed whether the blockage of TRPV1 could impact PAR-2-evoked Ca®* store
depletion in DhPK. We demonstrated for the first time that blockage of TRPV1
partially impaired PAR-2-evoked Ca?* store depletion. All together, our data confirm
a functionally localization of TRPV1 at Ca®* stores during PAR-2-evoked Ca®*
release. Next, we found that both TRPV1 and Insp3R were the main actors of PAR-2
Ca** response as revealed by the abrogating PAR-2-evoked Ca?* store depletion
following concomitant inhibition of TRPV1 and InsP3R.
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Mobilization of cytosolic Ca®* could be considered as a second messenger in the
control of keratinocytes functions in health and disease (Elsholz et al., 2015) by
increasing the NF-kB and NFAT activity and then the expression of inflammatory-
related genes (Buddenkotte et al., 2005; Jairaman et al., 2015; Wilson et al., 2013a;
Waullaert et al., 2011). It is clearly established that PAR-2-elicited Ca®* mobilization in
keratinocytes induces inflammatory gene expression through NFAT activity, mainly
TSLP (Wilson et al., 2013a). In UhPK, PAR-2-evoked Ca?* response could also
mediate NF-kB activity following by gene modulation such as ICAM1 (Buddenkotte et
al., 2005; Macfarlane et al., 2005). Using a luciferase reporter construction of NF-kB
activity, we confirmed that PAR-2 activate NF-kB pathway. Interestingly, the
blockage of PLC abrogated NF-kB activity induced by PAR-2 thus confirming our
results on Ca®* imaging. This suggests that PLC participates in the beginning of
PAR-2 intracellular pathways, which is in agreement with previous data (Macfarlane
et al., 2005). In addition InsP3R and TRPV1 inhibition partially impaired NF-kB
activity, concomitant inhibition of these two channels abrogated it. These data
suggest that InsP3R and TRPV1 are involved in PAR-2-mediated NF-kB activity
confirming our first hypothesis, which suggest InsP3R and TRPV1 as the main
actors of PAR-2-evoked Ca®* release.

PAR-2 is known to increase the production of pro-inflammatory mediators in UhPK
including cytokines IL-13, TNF-a, TSLP, CXCL-1, -2, -8 and several MMP-1, -2, -3, -
9 (Gouin et al., 2015a; Lee et al.,, 2010b; Misery, 2014b; Takei-Taniguchi et al.,
2012). We next investigated the potential role of PAR-2 in DhPK on the expression
and release of inflammatory IL-13, TNF-a and TSLP. Our data showed that PAR-2
activation up-regulated the expression and the release of these three inflammatory
mediators. Similarly to calcium imaging results, PLC inhibition totally abrogated PAR-
2-mediated inflammatory mediators’ production, confirming its role in PAR-2
signaling pathway demonstrated in some previous studies (Steinhoff et al., 2003b,
2005; Wilson et al., 2013a). While the independant inhibition of InP3R and TRPVA1
partially inhibited PAR-2-mediated IL-13, TNF-a and TSLP production, concomitant
inhibition of these both channel totally impaired it. These data could be correlated
tout our previous data and suggest that InsP3R and TRPV1 offer two independent
release pathway from Ca®* stores and then inflammatory mediators production via
Ca®* and NFkB signaling.
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The IL-1B, TNF-a and TSLP production could be linked to inflammatory responses
on skin neighbouring target cells associated to skin disorders such as psoriasis, AD
and NS, that are usually associated to pruritus (Liu et al., 2011; Namazi, 2005;
Steinhoff et al., 2003b, 2005). TSLP is highly expressed in skin epithelial cells from
AD patients and promotes T cells, DCs and mast cells activation (Moniaga et al.,
2013; Ziegler et al., 2013). In relation to our results, PAR-2 activation in DhPK could
be the main source of TSLP, which enhance skin inflammation by activating and
mobilizing skin immune cells. TNF-a is known to act in the pathogenesis of
inflammatory skin diseases such as AD and psoriasis (Ackermann and Harvima;
Sereflican et al., 2016). TNF-a increases intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),
which occurs in keratinocytes from lesional skin of psoriasis and AD patients
(Ackermann and Harvima). It also increases adhesion molecules in endothelial cells,
which stimulate monocytes adhesion (Viemann et al., 2004). Thus, PAR-2-mediated
the rise of TNF-a production from DhPK could directly trigger AD or psoriasis by
disturbing epidermis and promoting immune cell recruitment. The last one, IL-1B3, a
potent mediator of fever, pain sensitivity, vasodilatation and inflammation was found
particularly increase within psoriatic and AD lesions (Abdel Hay et al., 2013; Schén
et al., 2001). It promotes immune cells infiltration into the tissues by increasing the
expression of adhesion molecules on endothelial cells (Contassot et al., 2012). It
also sensitizes mechanical threshold and thermal responsiveness of sensory
neurons (Binshtok et al., 2008), thus facilitating neuropeptide secretion from sensory
neurons and then cutaneous neurogenic inflammation (CNI) (Gouin et al., 2015a).
Regarding our results on PAR-2-mediated up regulation of IL-13, it could be
correlated with immune cells recruitment and neuropeptides associated to

inflammatory skin disorders such as psoriasis or AD.

Compared to basal keratinocytes (UhPK), the DhPK are the main keratinocyte types
in the epidermis and from the first line of defence of body against environmental
hazard. The PAR-2 keratinocytes are activated by serine proteases, which are
mainly released by mast cells following skin injury, allergies as well as chemical
contacts. Considering the up-regulation of PAR-2 in the upper stratum of epidermis,
it appears that DhPK could be considered as noxious sensor, which promote skin
inflammation within epidermis. Our results give us valuable clues to understanding

PAR-2 signaling pathways in DhPK (Figure 6). Indeed, this study provides evidences
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for a key role of both TRPV1 and InsP3R channels in PAR-2-mediated Ca®* stores
depletion, NF-kB activity and consequently inflammatory gene production in DhPK.
Our data on UhPK and DhPK open new putative therapeutic ways for skin disorders

in which PAR-2 are involved, such as psoriasis or AD.

Ca2+

Sensory neurons

Inflammatory
mediator production

Inflammation

Figure 6: Model of the PAR-2-mediated ca* signaling pathways in DhPK.

The activation of PAR-2 with the PAR-2 activating peptide SLIGKV evokes PLC stimulation, leading to
Ca®* store depletion through the opening of both InsP3R and TRPV1 channels at the endoplasmic
store membrane. Interestingly, Ca® stores depletion does not lead SOCEs probably due to the down
regulation of STIM1 and ORAI1 in DhPK. Ca® release activates the NF-kB signalling, leading to
induce inflammatory TSLP, TNF-a and IL-13 production. TSLP directly acts on sensory neurons to
induce itch and both TNF-a and IL-1B mediates inflammatory response by acting on neighbouring
target skin cells.
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4. Materials and Methods
4.1. Reagents and chemicals

The keratinocyte serum-free medium (K-SFM) contained with 5 ug/ml recombinant
epidermal growth factor (EGF) and 50 ug/ml bovine pituitary extract with 0,07 mM
Ca®* (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). The Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) contained 1,8 mM Ca?* (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). The Ca®**-imaging
buffer had the following composition (in mM) 135 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 10 Hepes,
10 glucose with or without 1.8 CaCl,. pH was adjusted to 7.45 using NaOH. Stock
solution of SB366791, capsazepin, AMG9810, xestospongin C (XestC), U73122,
GB83, thapsigargin (TG) and Synta 66 were dissolved in dimethyl sulfoxide. PAR-2
agonist peptide SLIGKV was reconstituted in phosphate-buffered saline (PBS).
SB366791, capsazepin, xestospongin C were from Abcam (Cambridge, UK).
AMG9810, U73122, SLIGKV and capsaicin were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, USA). GB83 was from Axon Medchem (Groningen, NLD), Santa
66 was from Glixx Laboratories (Southborough, MA, USA) and TG was from Serbilab
(Le Mans, FR).

4.2. Human Primary Keratinocytes Culture

Human primary keratinocytes (hPK) were obtained from patient abdominoplasties.
To isolate keratinocytes, the abdominal skin was excised, and hypodermis was
removed from dermis and epidermis. To isolate epidermis, the strips skins obtained
were incubated over night at 4°C in 25 U/mL Dispase® (Invitrogen Carlsbad, CA,
USA). The following day, the epidermis was recovered and incubated three times for
15 min each in trypsin solution. The cell suspension obtained was filtered in a 40-uM
filter and centrifuged at 400 x g for 5 min. Finally, cells were suspended in KSFM
and cultured at 37°C at 5% CO. in a humidified chamber. The medium was changed
every 3 days. Before confluency cells were split by treating cells with trypsin for 5
min at 37°C. Throughout this article, we used the termed UhPK and DhPK for
undifferentiated proliferating keratinocytes and for differentiated keratinocytes with
DMEM for 16 h, respectively.
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4.3. siRNA transfection

siRNAs were synthetized by Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) for TRPV1
(NM_080704.3) and ORAI1 (NM_032790.3). ARNi for PAR-2 (NM_005242.4) was
from Qiagen (Venlo, NLD) for PAR-2. AllStar negative control scramble RNA
(siScramble ; Qiagen, Venlo, NLD) was used as control siRNA. The hPK cells were
transfected for 48 h using the Lipofectamine P3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
according the manufacture’s instructions. To confirm the cells transfection efficiency
by the siRNA, we used RT-qPCR for each target in comparison to the siScramble
conditions. Primers for PAR-2, TRPV1 and ORAI1 were presented in the real time
quantitative PCR section. A MTT test at 48 h was performed to analyze the effect of

transfection with these siRNA on cell viability (Data not shown).

4.4. Western blotting

hPK were grown on 24-well plates in triplicate. At 80 - 90% confluence, UhPK and
DhPK were washed with cold PBS and lysed with the Tri-reagent (Sigma-Aldrich
Saint Louis, MO, USA). Protein extractions were done according Tri-reagent
manufacture’s guidelines and the protein content was then determined by means of
Bradford assay. Then, 10X loading buffer [125 mM Tris/HCI (pH 6,8), 4% (w/v) SDS,
15% (v/v) glycérol, 0,004% bromophénol Blue and 10% 2-mercaptoethanol] was
added to an aliquot of protein extraction and was incubated for 5 min at 95°C.
Protein sample (100 pg) were loaded for electrophoresis on 10% (w/v)
polyacrylamide gel along with molecular-mass standards (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Proteins were transferred electrophoretically at 100 V on ice during 1 h on a
PVDF membrane (Millipore, Bellerica, MA, USA). Plots were targeted using a rabbit
anti-ORAI1 (1 / 1000, Abcam, Cambridge, UK) or a rabbit anti-actin (1 / 5000,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, CA, USA) for 1 h 30 at room temperature. Then,
membrane was probed for 1 h with a goat anti-rabbit coupling to horseradish
peroxidase (HRP) (1 / 5000, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) and detected
with ECL® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The chimio-luminescence was analysed
with the ChemiSmart 5100 device (PeQLab Biothecnologie GmbH, Erlangen, DE)

and blot intensity was measured using the Imaged software (National Institute of
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Health, Bethesda, MD, USA). The protein level of ORAI1 was normalized with the

housekeeping protein (here actin).

4.5. Reverse transcription and real-time quantitative PCR

The UhPK and DhPK were grown on 24-well plates in triplicate. Around 80% of
confluence, RNA extraction was performed according the TRI-reagent protocol
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). RNAs were quantified by spectrophotometer
at 260 nm and protein contamination is measured at 280 nm. Sample purity was
analysed by the optical densities report (OD) at 260 onto 280 nm. 1 ug of RNA was
transformed to cDNA with the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA), following the manufacture’s guidelines.
The measurement of the levels of keratin 14, involucrin, TRPV1, ORAI1 and PAR-2
mMRNA transcript expression was realized using with the Power SYBR® Green PCR
Master Mix for SYBR assay (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) on the Step
One Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) following the
manufacturer’s instruction. The sequences for each primer were indicated in
supplementary data 1 and were purchased from Eurogentec (Seraing, Liege, BEL)
The housekeeping gene actine was used as an endogenous control to normalize
results. The comparative threshold cycle method AACt was used to quantify the
results. A MTT test at 4 h was performed to analyze the effect of antagonists on cell

viability (Data not shown).

4.6. Inmunocytological assay

UhPK and DhPK were plated on poly-L-lysine coated on glass-bottom slide
compartmented with flexiPERM® 8-wells (Sarstedt, Numbrecht, DE). At 80% of
confluence, the cells were fixed and permeabilized with cold methanol during 30 s
and blocked in PBS containing 2.5% foetal calf serum (SVF) for 15 min. Then,
conventional immunostaining was performed for protein detection. The primary
antibodies used were: (i) mouse anti-keratin 14 (1 / 500 ; Santa Cruz, Dallas, Tex,
USA), (ii)) mouse anti-involucrin (1 / 500 ; Abcam, Cambridge, UK), (iii) rabbit anti-
PAR-2 (1 / 500 ; Abcam, Cambridge, UK) and (iv) rabbit anti-ORAI1 (1 / 100 ;
Abcam, Cambridge, UK). Antibodies specificity was controlled using isotypic control
for mouse IgG (1 / 500) and rabbit IgG (1 / 500) (all from Abcam Cambridge, UK).
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Goat anti-mouse TRITC (1 /500, Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, USA) and pig anti-
rabbit TRITC (1 /500, Agilent-Technologies-Dako, Santa Clara, CA, USA) were used
as secondary antibodies. The nucleuses were stained by DAPI coloration
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The fluorescence analysis was obtained on BX41
Axiostar plus upright microscope, and pictures were taken with an Axiocam Cc1
digital camera (Carl Zeiss Meditec, Marly-le-Roi, FR). To analyse the change in
PAR-2, ORAI1, keratin 14 and involucrin expression during differentiation process,
the fluorescence measures with AxioVision software (Carl Zeiss Meditec, Marly-le-

Roi, FR) and were respectively done for each conditions at the same exposition time.

4.7. Intracellular Ca®* measurement

The UhPK and DhPK were grown on poly-L-lysine-coated glass-bottom dish. At 80%
of confluence, the cells were loaded with 4 pM Fura 2-AM (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) and 2 uM pluronic acid (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) in the Ca®*-imaging buffer in dark during 45 min at 37°C and 5% CO,. Before
initiating Ca®* imaging, cells were washed away excess dye and incubated 10 min in
Ca?*-imaging buffer. Intracellular Ca®* measurements were done according to the
protocol described in (Philippe et al., 2015). To analyse Ca** release, experiments
were executed at room temperature in the Ca?*-imaging buffer without external Ca®*
and Ca®* add-back was done to visualize SOCEs. Image acquisition was performed
using IX71, Olympus upright microscope (Olympus Corporation, Tokyo, JAP)
equipped with a monochromator illumination system (Polychrome V ; TILL Photonic
Media, Pittsfield, MA, USA) and 415DCLP dichroic mirror, by a 14-bit CCD camera
(EXi Blue Fluorescence Microscopy Camera ; Qimaging, Surrey, BC, CAN). Image
acquisition and analysis were done by Metafluor 6.3 software (Universal Imaging,
West Chester, PA, USA). For data analysis, the F340/F380 intensity ratio was
obtained for each time point after having defined region of interest and subtracted
background. The amplitude of Ca®* responses was measured by calculating the
difference between the basal and maximal ratio. The effects of antagonists on Ca®*

fluctuation was analysed 15 min before SLIGKV incubation (Data not shown).
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4.8. NF-kB-luciferase assay

The DhPK cells were grown on 96-wells white plate in triplicate. At 80% confluence,
endogenous NF-kB activity was analysed using the pNF-kB-Tluc16-DD luciferase
reporter vector (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Plasmid were transfected
into DhPK using Lipofectamine 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), following the
manufactory’s instruction. At 48 h after transfection, the luciferase activity was
recorded according the TurboLuc™ One-Step Glow Assay Kit process (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) and the FlexStation® 3 Multi-Mode Microplate
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Data acquisition and analysisis
was performed with the SoftMax® Pro software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA).

4.9. Analysis of cytokine release

The DhPK were cultured in 96-wells plates in triplicate. At 80% confluence the cells
were stimulated for 24 h and the release level of inflammatory mediators were
measured according the Duo Set ELISA Kits guidelines (R&D systems, Minneapolis,
MN, USA): TSLP (DY1398-05), TNF-a (DY210-05) and IL-1B (DY276-05). A MTT
test at 24 h was performed to analyze the effect of antagonists on cell viability (Data

not shown).

4.10. Statistical analysis

Data are expressed as mean + S.E.M. Statistical significance was analyse using
GraphPad Prism 3 (GraphPad software Inc., Ca, U.S.A) and assessed using one-
way ANOVA or Wilcoxon-Mann-Withney test. Differences between means were

considered significant at P < 0.05.
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5. Supplementary data

5.1. Supplementary data 1

Chapitre IV. Réle inflammatoire et voies de signalisation

de PAR-2 dans les DhPK

No. Name (accession no.) Forward (5'-...-3") Backward (5'-...-3")
1 hActin (NM_001101.3) GAGACCTTCAACACCCCAGC ATGTCACGCACGATTTCCCT
2 hOrai1 (NM_032790) AGGTGATGAGCCTCAACGAG CTGATCATGAGCGCAAACAG
3 hKeratin 14 (NM_000526.4) TCATCCAGAGATGTGACCTCC GTTCTTGGTGCGAAGGACCTG
4 hinvolucrin (NM_005547) GCCTCAGCCTTACTGTGAGT GAGCTCCTGACTGAGGGCA
5 hTRPV1 (NM_080704.3) CAACAAGATCGCACAGGAGA TCCTTGCCATCAGGTGTGTA
6 hTSLP (NM_033035.4) GGCTAAACCATGACAGAA CCCTGAGCTTCTCTGGACA
7 hTNF-a (NM_000594.3) AGAACTCACTGGGGCCTACA GCTCCGTGTCTCAAGGAAGT
8 hIL-18 (NM_000576.2) ACCAAACCTCTTCGAGGCAC AGCCATCATTTCACTGGCGA
12 hPAR-2 (NM_005242.4) TGCTAGCAGCCTCTCTCTCC CCAGTGAGGACAGATGCAGA

Supplementary data 1: Primers used for the real time quantitative PCR
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5.2. Supplementary data 2
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Supplementary data 2: Evolution of PAR-2 and ORAI1 expression in UhPK and DhPK.

(A) Immunohistological assay for the expression of PAR-2-, ORAI1- Keratin 14 and involucrin in UhPK
and DhPK. Cells were labelled with PAR-2-, ORAI1- Keratin 14- and Involucrin-antibodies and
revelled with secondary antibodies coupling to TRITC. Nucleuses were stained in blue using DAPI
coloration. The stained cells were visualized using fluorescence microscopy (representative of three
independent experiments). (B) Real-time quantitative PCR showing the expression levels of PAR-2-,
ORAI1- Keratin 14 and involucrin in UhPK and DhPK. Data were normalized with the actine
housekeeping gene expression and report to the UhPK condition (data exhibited are mean + SEM; n
= 3 replicates; representative of three independent experiments, Wilcoxon-Mann-Whitney test: * p <
0.05, **p <0.01, ™ p <0.001).
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C. Expériences complémentaires de I’article 3
1. Contréle de I'effet des antagonistes et de leur solvant sur DhPK
1.1. Sur la viabilité

Dans l'objectif de vérifier si les antagonistes, les ARNi et le solvant de l'article 3
peuvent altérer la viabilité cellulaire des DhPK et donc pertuber l'interprétation de
nos résultats, un test MTT a été réalisé. Comme le montre la figure 18, les ARNi
dirigés contre PAR-2, TRPV1 et ORAI1 ainsi que ’ARNi non spécifique (siScramble,
contr6le négatif) n’avaient pas d’effet sur la viabilité des cellules aprés 48 h de
transfection. Aprés 4 h et 24 h d’incubation, temps correspondant a 'incubation pour
la gPCR et les tests ELISA, I'ensemble des antagonistes et leur solvant (0,05% de
DMSO) n’induisaient pas de perte de la viabilité cellulaire en comparaison avec la
condition contréle. En revanche, le contrble positif, 1X de solution de lyse,
provoquait une forte diminution de 75-80% de la viabilité cellulaire a 48 h de

transfection ainsi qu’a 4 h et 24 h d’incubation.
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Figure 18. Viabilité des DhPK au solvant, ARNi et antagonistes.

Graphique représentant la viabilité cellulaire des DhPK en réponse (A) aux ARNi (PAR-2, TRPV1,
ORAI1 et siScramble) aprés 48 h de transfection ainsi qu’aux antagonistes a 4 h et 24 h d’incubation.
Les antagonistes utilisés étaient les suivants : GB83 (2 yM, PAR-2), U73122 (10 uM, PLC),
Xestospongin C (5 yM, InsP3R), AMG9810 (1 uM, TRPV1). Le solvant était le DMSO a 0,05% et le
SLIGKV a 100 yM était le peptide agoniste de PAR-2. Le tampon de lyse a 1X a été utilisé en
contréle positif. Le graphique représente les valeurs moyennes + SEM de n = 3 expériences
indépendantes. La significativité a été analysée par le test ANOVA one-way : *=p <0,05; " =p <
0,01 ; *** = p < 0,001 ; ns = non significatif.
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1.2. Sur la déplétion des réserves calciques

Nous avons voulu confirmer que la pré-incubation des antagonistes utilisés dans
I'article 3 et leur solvant (DMSO a 0,05%) n’avait pas d’effets sur la déplétion des
réserves calciques dans les DhPK. Nous avons réalisé des expériences d’imagerie
calcique en condition sans Ca®* et les antagonistes ont été appliqués directement
sur les DhPK. La thapsigargine (TG), un inhibiteur des pompes SERCA connue pour
induire la déplétion des réserves calciques, a été utilisée comme contrdle positif.
Comme décrit sur la figure 19, représentant les amplitudes maximales de la
déplétion des réserves calciques, I'ensemble des antagonistes et leur solvant
(DMSO 0,05%) n’avaient pas d’impact sur la déplétion des réserves calciques. La
TG induisait bien une déplétion des réserves calciques comparativement aux

antagonistes, au contréle et au solvant.
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Figure 19. Effets du solvant et des antagonistes sur la réponse calcique des DhPK.

Graphique représentant I'amplitude maximale (dF/dF0) de la déplétion des réserves calciques
induites par le solvant (DMSO 0,05%) ainsi que les antagonistes du PAR-2 (2 uM, GB83), PLC (10
uM, U73122), de TRPV1 (1 uM, AMG9810 ; 1 uM, SB366791 ; 10 uM, capsazepine), InsP3R (5 uM,
XestosponginC) et ORAI1 (10 yM, Synta66) dans les DhPK. La thapsigargine (TG), inhibiteur des
pompes SERCAs, a été utilisée a 2 yM comme contrdle positif de la déplétion des réserves calciques.
Chaque point représente la réponse calcique maximale (F/FO) d’une cellule obtenue a partirde n =3
expériences indépendantes, N = 45-55 cellules. La significativité a été analysée par le test ANOVA
one-way : *=p<0,05;*=p<0,01; " =p<0,001 ; ns = non significatif.
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2. Controle de la transfection des ARNI

Nous avons également contrélé I'efficacité de nos transfections avec les ARNi dans
les UhPK et DhPK. La capacicité de ces ARNi a inhiber I'expression de nos genes
d’intérets a été analysée. L'expression des ARNm de PAR-2, ORAI1 et TRPV1 a été
analysée par RT-qPCR aprés 48 h de transfection avec les ARNi spécifiques de
chaque gene. Un ARNi n‘ayant pas de séquence cible (siScramble) a été utilisé
comme contrOle négatif de la transfection. Comme montré sur la figure 20 A,
I'expression de PAR-2 et ORAI1 était diminuée d’environ 60% dans les UhPK par les
ARNi dirigés contre ces deux cibles en comparaison avec la condition contréle, ARNi
Scramble. Les ARNi dirigés contre PAR-2 et TRPV1 induisaient une baisse
significative de 60-70% de I'expression de ces deux cibles dans les DhPK (Figure 20
B).

A B
1.5 1.5
UhPK Bl PAR-2 DhPK Bl PAR-2
E ORAN E TRPV1

Normalized expression in UhPK (AACt)
Normalized expression in DhPK (AACt)

Figure 20. Controdle de I'efficacité des ARNi dans les UhPK et DhPK

Graphique représentant I'expression relative de PAR-2 et ORAI1 selon la méthode des AACt suite a
la transfection sur 48 h avec des ARNi dirigés contre PAR-2 et ORAI1 dans (A) les UhPK et (B) les
DhPK. L’ARNi n’ayant pas de séquence cible (siScramble) a été utilisé comme contréle négatif de la
transfection. Le graphique représente les valeurs moyennes + SEM de n = 3 expériences
indépendantes. La significativité a été analysée par le test de Mann-Whitney : * =p <0,05; "™ =p <
0,01 ; *** =p < 0,001 ; ns = non significatif.
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D. Conclusion et perspectives

L’activation de PAR-2 déclenche la déplétion des réserves calciques mais pas
d’'influx SOCEs dans les DhPK. L’absence de cet influx semblait s’expliquer par la
perte d’expression d’ORAI1 retrouvée en RT-qPCR et Western blot, étant en
corrélation avec la littérature (Vandenberghe et al., 2013). Nous avons également
montré que la déplétion des réserves calciques induite par PAR-2 était dépendante
de la PLC et des deux canaux InsP3R et TRPV1. L’activation de PAR-2, via des
mécanismes dépendants de la PLC, de I'lnsP3R et de TRPV1, stimulait I'activité du
facteur de transcription NF-kB et la production de médiateurs de linflammation :
TSLP, IL-1B8 et TNF-a. Ces trois cytokines sont connues pour étre impliquées dans
linflammation et le prurit. Nous avons montré pour la premiére fois que les DhPK

participent également a la réponse inflammation induite par PAR-2.

En perspective de ce chapitre, nous confirmerions la localisation de TRPV1 au
niveau des réserves calciques dans les DhPK. Trois grandes réserves calciques
intracellulaires ont été décrites : le réticulum endoplasmique, la mitochondrie et le
golgi. Nous réaliserions ainsi des co-immunomarquages de TRPV1 avec des
marqueurs spécifiques du réticulum endoplasmique (KDEL) ou du Golgi (58K) ou de
la mitochondrie (ATPB) en microscopie confocale. Nous vérifierions que la déplétion
des réserves calciques induite par TRPV1 n’est pas associée a un influx SOCE.
Nous controlerions la localisation de TRPV1 au niveau du réticulum endoplasmique.
D’'une part, nous analyserions si les compartiments sont SERCA sensibles en
incubant successivement l'inhibiteur des pompes SERCA (TG) et I'agoniste de
TRPV1 (capsaicine). D’autre part, nous activerions successivement TRPV1 et
InsP3R, afin de déterminer si TRPV1 et InsP3R sont localisés dans les mémes
compartiments intracellulaires. Nous tenterions également de savoir si la déplétion
des réserves calciques via InsP3R est liée ou non a celle de TRPV1 en réalisant
simultanément une activation de I'un de ces canaux et une inhibiton de l'autre, et

vice versa.
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A. Conclusion

Les travaux menés durant ces trois années de thése ont porté sur les mécanismes
cellulaires et moléculaires de PAR-2 et leurs possibles implications dans I'induction
et le maintien de certaines dermatoses prurigineuses de types neurogeniques
comme le psoriasis ou la DA. Nous avons choisi d’étudier les deux types cellulaires
principalement impliqués dans I'INC en réalisant des cultures primaires de neurones
sensoriels de rat et de DhPK. Notre choix s’est porté sur des DhPK, d’une part parce
qu’ils représentent le type cellulaire le plus abondant dans [|'épiderme et
surexpriment PAR-2, et d’autre part, parce que peu d’études portant sur PAR-2
utilisent ces cellules. Dans un premier temps, nous avons étudié I'impact de
I'activation des PARs sur I'expression des genes impliqués dans 'INC. Ce criblage a
été effectué sur les neurones sensoriels de rats et les DhPK. Nous avons ensuite été
regarder plus en détails les mécanismes calciques intracellulaires de I'activation de
PAR-2 et analysé les bienfaits de I'’eau thermale d’Uriage sur ces mécanismes dans
les DhPK. Pour finir, nous avons tenté d’adapter le modele de la lignée PC12
différenciable en neurones sensoriels pour I'étude de I'INC. Les PC12 ont été

utilisées comme alternative a I'utilisation d’animaux pour les tests cosmétiques.

Avant de nous intéresser aux réles de PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels
et les DhPK, nous avons confirmé que PAR-2 était exprimé dans ces deux types
cellulaires, alors que PAR-4 n’était détecté que dans les neurones sensoriels. Nous
nous sommes donc intéressés au rble inflammatoire de PAR-2 et PAR-4 dans les
neurones sensoriels et uniquement a celui de PAR-2 dans les DhPK. Nous avons
sélectionné des génes connus pour leurs implications dans des mécanismes
neurogéniques, d’innervation, de prolifération cellulaire, de maintien de la barriere
cutanée et de recrutement des cellules immunitaires. Ces familles de genes codaient
des neuropeptides, des neurotrophines, des facteurs de croissance, des connexines,
des MMPs et des cytokines. Nous avons réalisé un criblage des ces genes d’intéréts
qui pourraient étre modulés par PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels et par
PAR-2 dans les DhPK. Nous avons montré que I'activation de PAR-2 induisait une
modification d’expression des neuropeptides, des facteurs de croissance et des
neurotrophines dans les neurones sensoriels. Ces mémes modulations étaient

observées dans les DhPK avec en plus une modulation des cytokines, des
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chimiokines, des connexines et des MMPs. Aprés la mise en corrélation de nos
résultats des criblages obtenus sur les neurones sensoriels et les DhPK, nos
résultats apportent des éléments supplémentaires aux mécanismes moléculaires
induits par I'activation de PAR-2. Cela pourrait venir compléter notre connaissance
actuelle de la physiopathologie du psoriasis, de la DA ou encore du NS. De maniéere
intéressante, PAR-4 semblait agir comme un modulateur de I'activité de PAR-2 dans
les neurones sensoriels en inhibant ou augmentant sa réponse sur I'expression des

genes d’intéréts.

Le Ca®* est considéré comme un second messager intracellulaire responsable de
’expression et de I'exocytose de médiateurs de I'inflammation. Nous avons analysé
les fluctuations de la concentration intracellulaire du Ca®* suite & I'activation de PAR-
2 dans les DhPK. Son activation dans les UhPK déclenche la déplétion des réserves
calciques et un influx SOCEs a travers ORAI1 suite a son activation par STIM1. Or, il
nous semblait que les mécanismes calciques entre les UhPK et les DhPK soient
différents, avec la perte de I'expression de STIM1 et ORAI1 dans les DhPK
(Vandenberghe et al., 2013). La perte d’expression d’ORAI1 a été confirmée dans
nos DhPK. Nous avons choisi d’explorer cette piste et de comprendre les
mécanismes calciques et inflammatoires de PAR-2 dans les DhPK. Ces résultats
feront I'objet d’une publication dans laquelle nous avons montré que PAR-2 induisait
une déplétion des réserves calciques qui n’était pas associée a un influx SOCEs. La
déplétion des réserves calciques était dépendante de la PLC et des deux canaux
calciques InsP3R et TRPV1 localisés au niveau intracellulaire. L’activation de PAR-2
augmentait également [lactivitt NF-KB et la production de médiateurs de
Pinflammation et du prurit (TSLP, TNF-a et IL-1B) par des mécanismes dépendants
de la PLC, du InsP3R et de TRPV1.

Dans le cadre d’un travail avec les laboratoires dermatologiques d’Uriage, nous
avons utilisé deux approches pour étudier les effets de I'eau thermale d’Uriage sur
Iativation de PAR-2 : une dans les DhPK et l'autre dans les neurones sensoriels.
L’eau thermale d’Uriage appartenant a un laboratoire produisant des cosmétiques
Pincluant, l'utilisation d’animaux pour la Recherche n’est pas autorisée dans I"'Union
Européenne. L’étude sur les GRD de rat était donc impossible. Nous avons décidé

d’utiliser la lignée de PC12, qui est une lignée de phéochromocytome de rat connue
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pour étre différenciable en neurones sous linfluence du NGF. Nous avons
caractérisé les PC12 comme neurones sensoriels périphériques par le marquage
des neurofilaments, de la périphérine et du Brn3A. Leur potentiel neurosécrétoire a
également été défini par le marquage de la SP, du CGRP, du TRPV1 et de PAR-2.
La difficulté de les activer par les agonistes de TRPV1 et de PAR-2 suggére que ces
récepteurs ou les mécanismes calciques pourraient étre altérés. Bien que les PC12
expriment certains marqueurs des neurones sensoriels périphériques, la difficulté de
les activer remet en cause l'utilisation de cette lignée pour une telle étude. Dans les
DhPK, nous avons mis en évidence que I'eau thermale d’Uriage a des effets anti-
inflammatoires en bloquant les modulations d’expression des connexines, des
chimiokines, des cytokines et des MMPs induites par PAR-2. Cependant, la question

demeure quant aux mécanismes impliqués dans un tel effet.

L’ensemble des résultats a été illustré par le schéma de synthése présenté ci-

dessous (Figure 21) :
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Figure 21 : Schéma de synthése des mécanismes cellulaires et intracellulaires de PAR-2 dans
les neurones sensoriels et les DhPK.

lllustration proposée des mécanismes menant a la régulation de génes induite par PAR-2 dans les
neurones sensoriels et les DhPK ainsi que de I'impact de ces médiateurs sur les cellules de la peau.
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B. Perspectives

Etudier I'INC s'avere trés compliquée pour plusieurs raisons. D’une part, I'INC
implique au sein de la peau la participation de plusieurs types cellulaires étroitement
connectés, et d’autre part, la sécrétion d’un grand nombre de molécules solubles. De
plus, la majorité de ces cellules expriment les mémes récepteurs et libérent les
mémes médiateurs de maniere synchrone ou décalée. L’ensemble de ces
interactions cellulaires renforce les difficultés de compréhension des mécanismes
physiopathologiques de I'INC. L'utilisation de modeles unicellulaires dissociés du
contexte physiologique, nous paraissait étre un choix judicieux pour comprendre le
rOle de chaque intervenant. Ces modéles d’étude sont néanmoins limités et
n’envisagent pas des mécanismes d’inter-régulation entre les kératinocytes et les

neurones.

Le premier point de perspective concerne plus particulierement le criblage de la
régulation de genes modulés par PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels de
rat et les DhPK. Il serait important de refaire ces expériences sur des co-cultures
hétérologues de neurones sensoriels de rat et de DhPK (Le Garrec et al., 2015;
Pereira et al., 2010) ou sur des explants de peau réinnervés par les neurones
sensoriels de rat (Lebonvallet et al.,, 2010, 2012, 2013). L’expression des génes
modulés par PAR-2 et PAR-4 dans les neurones sensoriels de rat et dans les DhPK
sera également a confirmer au niveau protéique en analysant leur niveau de

sécrétion dans le milieu par des tests ELISA par exemple.

Le second point de perspective porterait sur les PC12 comme modele de lignée
cellulaire de neurones sensoriels. Malgré la détection de marqueurs des neurones
sensoriels périphériques, nous avons confirmé leur difficulté d’activation par la
capsaicine (TRPV1) et par le peptide agoniste de PAR-2 (SLIGKV). Nous avons
conclu que l'absence de réponse calcique était probablement due a une
fonctionnalité altérée de ces deux récepteurs ou encore a des défauts dans les voies
de signalisation intracellulaire (Someya et al.,, 2004). Pour répondre a cette
problématique, il serait pertinent de transfecter les PC12 avec des plasmides
d’expression de TRPV1 et de PAR-2 fonctionnels, et de confirmer par la suite la

bonne fonctionnalité de ces récepteurs en imagerie calcique. Si cette fonctionnalité
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est avérée, nous tenterions d’analyser la modulation de genes ainsi que le niveau de
sécrétion de neuropeptides induits par PAR-2 et TRPV1. La modulation induite par
PAR-2 dans les PC12 a celle obtenue dans les neurones sensoriels issus de GRD
de rat serait ensuite comparée. Si les PC12 s’averent sécréter des neuropeptides
nous pourrions remplacer les neurones sensoriels issus des GRD de rats et nous
affranchir des animaux pour I'étude de I'INC (Le Garrec et al., 2015; Lebonvallet et
al., 2010, 2012, 2013; Pereira et al., 2010). La mise en place d’un tel modele sera
également un enjeu économique majeur pour notre laboratoire dans le

développement des tests cosmétiques avec les industriels.

Le dernier point de perspective concerne la localisation du canal calcique TRPV1
dans les DhPK. Il faudrait déterminer le type de réserves calciques intracellulaires
(réticulum endoplasmique, golgi, mitochondrie) dans lequel est localisé TRPV1.
L'eau thermale d’Uriage impactait les modulations d’expression induites par
I’activation de PAR-2, néanmoins ces mécanismes d’action restent méconnus. L’eau
thermale d’Uriage est fortemement minéralisée et peut, par conséquence, impacter
la réponse calcique des DhPK. Il serait intéressant d’analyser si cette eau thermale
peut moduler la réponse calcique induite par PAR-2 dans les DhPK, et a quel niveau

intracellulaire.
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Figure 22. Contrdle de I'effet des séquences inverses des peptides agonistes de PAR-2 et
PAR-4 sur les neurones sensoriels de rat in vitro.
Graphiques représentant I'expression relative des genes A. des neuropeptides, B. des facteurs de

croissance, C. des neurotrophines et cytokines selon la méthode des AACt suite a l'incubation a 100
UM de VKGILS et VQGPYG les séquences inverses des peptides agonistes des PAR-2 et -4,
combinés ou seuls, dans des cultures primaires de neurones sensoriels issus de GRD de rat. Les
genes d’intéréts étaient les suivants : BDNF, CGRP-a, EGF, FGF, NGF et Sema3A, n = 3 ; GRP, VIP
et SP, n=3;IL-6, NT3, TGF-B, et TSLP, n = 2. Les graphiques représentent les valeurs moyennes +
SEM de n expériences indépendantes. La significativité a été analysée par le test de Mann-Whitney :
*=p<0,05;**=p<0,01;**=p<0,001; ND = non détecté.
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Figure 23. Contrdle de I'effet de la séquence inverse du peptide agoniste de PAR-2 sur les
DhPK in vitro.
Graphiques représentant I'expression relative des génes A. des neurotrophines, des facteurs de

croissance, B. des neuropeptides, des jonctions, des MMPs et C. des cytokines selon la méthode des
AACt suite a l'incubation de 100 yM de VKGILS la séquence inverse du peptide agoniste de PAR-2
sur les DhPK. Les génes d’intéréts étaient les suivants : BDNF, EGF, FGF, TGF-B, CGRP-3, GRP, IL-
8, IL-81, NGF, NT3 et Sema3A, n = 3 ; CXCL1, CXCL2, IL-1B, TNF-a, TSLP, MMP9 et MMP24, n = 6
; Cx26, Cx43 et E-cad, n = 9. Les graphiques représentent les valeurs moyennes + SEM de n
expériences indépendantes. La significativité a été analysée par le test de Mann-Whitney : * = p <
0,05;**=p<0,01;** =p<0,001; ND = non détecté.

196



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

PUBLICATIONS ET
COMMUNICATIONS

197



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

Présentation Orale (2016) — 34° Congrés Annuel De Recherche

Dermatologique, Paris France.

Résumé publié dans le journal Annales de Dermatologie te Vénéologie. 143
(12) S424-S425 : CO10

Congrés Annuel de Recherche Dcrmatologiquc 2016
PARIS & ot 7 docombwe 20156

SRD

SockH% de Recharche Durmalologique

JDP2016/CARD-2916

Réle inflammatoire et voie de signalisation intracellulaire de PAR-2 dans les kératinocytes différenciés

Olivier Gouin™*-2, Olivier Mignen?3, Killian L'Herondelle', Raphaele Le Garrec’, Christelle Le Gall-lanotto!, Mehdi Sakka’,
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Publication du résumé accepté: Si mon résumé est accepté, j'accepte qu'il soit publié dans le livre des résumés et sur le
site Inte

Introduction: L'activation de PAR-2 dans les kératinocytes basaux renforce l'inflammation cutanée et le prurit par des
mécanismes dépendants du calcium et la production de cytokines inflammatoires telles que la TSLP et le TNF-a.
Cependant, dans la plupart des études, seuls les kératinocytes primaires issus de la couche basale de I'épiderme sont
utilisés pour analyser le réle de PAR-2 dans I'inflammation cutanée et le prurit. Nous avons étudié sur des cultures
primaires de kératinocytes différenciés l'implication de PAR-2 sur la régulation des voies calciques et par conséquent la
modulation de génes impliqués dans I'inflammation.

Résultats: Les enregistrements des variations calciques intracellulaires sans Ca2* extracellulaire ont montré que le
SLIGKYV, I'agoniste peptide de PAR-2, induisait la libération des réserves calciques. Cette libération était totalement
inhibée par I'antagoniste de la PLC (U73122), de I'InsP,R (xestospongine C) et du canal calcique TRPV1 (AMG9810).
Aprés transfection d’un vecteur rapporteur luciférase comprenant le promoteur du NF-kB, nous avons montré que le
SLIGKV augmentait I'activité transcriptionnelle du NF-kB. Cette élévation d’activité était inhibée par les antagonistes de
TRPV1, de InsP,R et de la PLC. Par la suite, nous avons démontré par RT-gPCR et ELISA que le SLIGKV augmentait

I'expression et la sécrétion de la TSLP et du TNF-a. Par ailleurs, le blocage de TRPV1, de I'lP3R et de la PLC inhibait
autant I'expression que la sécrétion de nos deux molécules cibles modulées a la hausse par PAR-2.

Conclusion: Nos travaux ont démontré pour la premiere fois que I'activation de PAR-2 dans les kératinocytes différenciés
pouvait favoriser I'inflammation de la peau et le prurit par I'expression et la sécrétion de TSLP et de TNF-a par des
mécanismes dépendants de la PLC, du NF-kB et de la libération des réserves calciques a la fois via les canaux InsP,R et

TRPV1

Conflits d’intéréts: Aucun conflit a déclarer

Mots-clés: Inflammation cutanée , kératinocytes différenciés, PAR-2
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ABSTRACT BODY:

Abstract Body: The activation of PAR-2 in keratinocytes enhances inflammation through a Ca2+-dependent cytokines

expression and release such as TSLP. However, studies only used primary keratinocytes from the basal stratum of

the epidermis to analyse the role of PAR-2 in inflammatory process and itch. We investigated the involvement of PAR-

2 in the intracellular calcium signalling pathways in differentiated keratinocytes and consequently inflammatory genes

modulation. Calcium imaging recordings in Ca +-free medium showed that PAR-2 agonist peptide (SLIGKV) evoked

calcium release from endoplasmic stores, which was totally inhibited by the specific PLC antagonist (U73122). The

InsP3R (Xestospongin C) and TRPV1 (AMG9810) antagonist partially impaired PAR-2-evoked Ca ¥ release alone but

totally together. Using RT-gPCR to assay the inflammatory cytokines RNA expression, we demonstrated that SLIGKV

induced a 13-folds up-regulation of the TSLP expression and by 2-folds expression of IL1-8, TNF-a and CXCL2. PAR-

2-mediated cytokines up-regulation in the keratinocytes was abolished with PAR-2 antagonist (GB83). In addition,

blockage of TRPV1 with specific antagonists (AMG9810, SB366791 and Capsazepin) or with siRNA knockdown of

TRPV1 impaired PAR-2-mediated gene expression. Our finding demonstrated for the first time that PAR-2 promotes

skin inflammation in the differentiated keratinocytes through PLC-dependent Ca2+ release by both IP3 and TRPV1

channels release and consequently inflammatory genes expression.
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\ Introduction Problematic
It is clear now that PAR-2 plays a central role in pruritus from basal keratinocytes. While the role of PAR-2-mediated skin inflammation and pruritus from

basal keratinocytes is clearly established, its role in the differentiated
keratinocytes remains poorly studied.

Thus, PAR-2 activation by proteases or agonist peptides triggers release of Ca?* from
endoplasmic reticulum and consequently activation of STIM1. Then, STIM1 interacts
and opens ORAI1 channels to elicits Ca2?* entry, named SOCEs. Global Ca?* elevation ObjeCtif
induced by PAR-2 promotes nuclear translocation of NFAT, thus inducing transcription
and release of TSLP.

Investigated the PAR-2-evoked intracellular Ca2* release and the
modulation of genes involved in skin inflammation and pruritus, in the
Secreted TSLP by binding TSLPR sensitizes a subset of sensory neurons to evoke itch | [ differentiated keratinocytes.

and neurogenic inflammation in a TRPA1-dependent mechanism. Methods

Human primary keratinocytes from abdominoplasties differentiated 16h
with 1,8mM Ca2*

Experiments :

- Ca?*imaging in Ca?* free medium.

Pannss (@Y ) - NF-kB luciferase activity.
= @ - RT-gPCR of TSLP, TNF-q, IL-18 and CXCL2.
‘ Conditions :

- PAR-2 agonist peptide : SLIGKV-NH, (100uM).

- . . . . - Antagonists used: PAR-2 : GB83 (5uM) ; InsP3R : Xestospongin C (2uM) ; PLC :
In addition, PAR-2 is highly expressed in the stratum spinosum and granulosum of||y73122 (10uM) ; TRPV1 : AMG9810 (1uM), Capsazepine (10uM), SB366791 (1uM)

epidermis suggesting that differentiated keratinocytes could be a central actor of||and ; SERCA pumps : thapsigargin (2uM)
pruritus and neurogenic inflammation. Statistical analyse : ANOVA (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).

(Adapted from Wilson et al., 2013)

Results on differentiated keratinocytes
SLIGKV-NH,

SOCEs were not induced in the differentiated
keratinocytes.

Activation of PAR-2 elicited Ca?* release through
PLC- and InsP3-dependant mechanisms.

0 Ca?*

0 Ca?* 1,8 Ca?* 0 Ca?* 18Ca

SLIGKV

SLIGKV.

@

— Undifferentiated
— Differentated

— Undifferentiated
— Diferentiated

Fura-2 ratio 340/380 (dF/F0)

1=

Fura-2 ratio 3401380 (dF/F0)
Fura-2 ratio 3401380 (dF/F0)

Differentiated
100 200

Differentiated

Ampitude of PAR-2-evoked Ca2* release (4F/F0)

Control
U73122-

.
100 200 300 400 500 600 400 800 1200 1600 2000

Time (s) Time (s) Time (s)

Xestospongin C

(n=4 ; N=45-50 cells) (n=4 ; N=45-50 cells)

NF-kB activity, up-regulated by PAR-2, was
blocked by TRPV1 and InsP3R antagonists.

In PAR-2-mediated Ca?* elevation, TRPV1 acted
as a second channel release.

Py IS

atio 3401380 (¢F/FO)

Y

Differenciated
100 200 300

Relative NF-xB-Luciferase activty (fold increase)

o

Control
58366:

Time (s)

AMGEB10
STRPV1
Xestospongin C.
+ AMGO810
AMGIB10
Capsazepin
STRPV

o

(n=4) SLIGKV| &Vuc!eus

DMSO0 0,01%
Xestospongin C
+ AMGEB10

(n=4 ; N=45-50 cells)

X

PAR-2 up-regulated the expression of inflammatory cytokines as fSLP, TNF-a, Conclusion
IL-18 and CXCL2 that was blocked by TRPV1 and InsP3R antagonists.

TSLP

Our work on differentiated keratinocytes demonstrated for the
first time a new PAR-2 pathway by which these cells could
promote skin inflammation.

TNF-a

IL-18 CXCL2

T

B

Inversely to basal keratinocytes, in this pathway TRPV1 and
InsP3R are the main intracellular actors.

on (330

ssion (4401

oxpro

Target both TRPV1 and InsP3R could be a good therapeutic
strategy to reduce skin inflammation in atopic dermatitis or
pruritus.

Normakzed TSLP expressic

Normaized IL-15

Future prospects

Quantify cytokines whose genes are modulated by PAR-2.

Study effect of these cytokines on sensory neurons, mast cells
and leukocytes.

(n=3) EE (n=3) SGKV (n=3) STGKV (n=3) SUGKV

200



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

Présentation Orale et Poster (2016) — SFR SCINBIOS/IBSAM, Brest,

France.

Role pivot de TRPV1 dans la libération de Ca®* intracellulaire et la production
de médiateurs inflammatoires induites par PAR-2 dans les kératinocytes

différenciés
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L'activation de PAR-2 dans les kératinocytes renforce linflammation par des
mécanismes dépendants du calcium et la production de cytokines inflammatoires
telle que la TSLP. Cependant, seuls les kératinocytes primaires de la couche basale
de I'épiderme sont utilisés pour analyser le réle de PAR-2 dans linflammation
cutanée et le prurit. Nous avons étudié l'implication de PAR-2 a partir de cultures
primaires kératinocytes différenciés sur la régulation des voies calciques et par
conséquent la modulation de genes impligués dans linflammation. Les
enregistrements des variations calciques intracellulaires sans Ca** extracellulaire ont
montré que SLIGKYV, agoniste de PAR-2, induisait la libération de Ca®* & partir des
réserves du réticulum endoplasmique. Cette libération calcique était totalement
inhibée par un antagoniste de la PLC (U73122). Les antagonistes de InsP3R
(xestospongine C) et TRPV1 (AMG9810) diminuaient partiellement la libération de
Ca* induite par PAR-2. Cependant, en combinaison la xestopongine C et TAMG9810
inhibaient entierement la réponse calcique de PAR-2. Nous avons également
démontré par RT-qPCR que le SLIGKV induisait une régulation a la hausse de 13-
fois I'expression de la TSLP et par deux-fois I'expression de IL1-B, TNF-a et CXCL2.
Par ailleurs, le blocage de TRPV1 avec des antagonistes (AMG9810, SB366791 et
capsazépine) ou avec un siARN de TRPV1 diminuait I'expression des genes
modulés par le SLIGKV. Nos travaux ont démontré pour la premiere fois que
’activation de PAR-2 dans les kératinocytes différenciés pouvait favoriser
l'inflammation de la peau par I'expression de génes inflammatoires par I'intermédiaire
de mécanismes dépendants de la PLC et de la libération des réserves calciques a la
fois par les canaux IP3 et TRPV1.
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‘; Introduction | | Problématique |

‘Kératinocytes basaux‘ Peu d’études portent sur les kératinocytes différenciés et leurs
implications dans I'inflammation de la peau et le prurit induit par

ORAI1 eCa®  |pAR-2,
1 e ’ STIM1 s
Expression et sécrétion ”Caz ‘ Ob]ectlf
de cytokines Noyau \
NFA Etude de l'activation de PAR-2 dans des cultures primaires de
kératinocytes différenciés sur la régulation des voies calciques et

PAR-2 la modulation de génes impliqués dans I'inflammation et le prurit.

‘; Méthode

Neurones
sensoriels

Protéases 1- Imagerie calcique en condition 0 Ca2* extracellulaire
2- RT-gPCR : TSLP, TNF-q, IL-1B et CXCL2
L Conditions :
O - Activateur de PAR-2 : SLIGKV-NH, (peptide agoniste)

- Antagonistes utilisés :
- PAR-2 : GB83 ; - PLC : U73122 ; - IP3R : Xestospongin C

- TRPV1 : AMG9810, Capsazepine, SB366 et Ruthinium Red (RuR)
Mastocytes Test statistique : multiple ANOVA (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001)

‘; Résultats
I- PAR-2 induit une libération des réserves calciques II- La libération de Ca?* est dépendante de la PLC
B 0 caz* . et de IP3 dans une moindre mesure
E——
R 2 —  ——
- £ 4 8
g — Untreated & _ § | ——
5 —ocms 8 gs " Untreated ¢
3 — siPAR-2 3 Iy — uratzz 8
g 2 § 5 — Xestospongin C E
3 2 g °
é 1 £ S % 1
¢ Zé q . i ié. o
£
0 100 200 300 400 500 ! X 1 200 S0 0 o0 o > v$ >
Time (5) & g agv‘?' Time (5) & & ma\°'°°

(n=4 ; N=45-50 cellules) Ny & (n=4 ; N=45-50 cellules) N

+SLIGKV = libération Ca?* est inhibée:
- totalement par I'antagoniste de la PLC (U73122)
- partiellement par 'antagoniste de I'lP3R (Xestos C)

+SLIGKV = libération Ca2+a partir des réserves intracellulaires
+Inhibition par le blocage de PAR-2 (GB83 + siPAR-2)

Ill- La libération de Ca?* est dépendante de IP3 et TRPV1 IV- PAR-2 module I'expression de génes impliqués dans
0 a2t Iinflammation

4

@

s

Unireated

AMG9810

— STRPVI

— SB366

— Capsaz
RR

m

(dFIFo)

— Xestos C + AMG9810

Normalzed TNF- expression (3ACY)

i
3
£
H

Fura-2 ratio 340/380 (dF/FO)

SEES s w 5 y‘fﬁ@ & &"%& ERRY M #’#@
T suGkV Tsuekv W
(n=4)

Amplitude of PAR-2-evoked Ca®* release

2

Time (s)
(n=4 ; N=45-50 cellules)

+SLIGKV =» augmente de I'expression :

*SLIGKV 2 libération Ca?* est inhibée: - TSLP, TNF-q, IL-1B8 et CXCL2

- partiellement par le blocages de TRPV1 (AMG9810, SB366, CapsaZ , siRNA)
- totalement par le blocage de TRPV1 et IP3R (Xestos C + 'AMG9810)

Normlized L1 expression (3ACH)

+Partiellement inhibée par le blocage de TRPV1

+Pas d’effet de I'inhibition de TRPV1 a la membrane (RuR)

SRV

Conclusion A Perspectives
Nos travaux sur les kératinocytes différenciés ont démontré pour +Points & éclaircir sur I'activation de PAR-2 :
la premiére fois que : - Déterminer les facteurs de transcription impliqués
Py - Confirmer la modulation d’expression des génes au niveau de la sécrétion
IP3R Sécrétion de

PAR-2

=) —— | Re >ﬂCaz+/
SLIGKV-NH,

médiateurs

de linflammation +Déterminer le réle de ces génes inflammatoires induits par PAR-2 sur :

- Les neurones sensorielles

LD - Mastocytes
Modulation de génes de ;
TRPV1 Pinflammation Leucocytes
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Résumé : Poster

Le «Proteinase activated receptor-2» (PAR-2) est un récepteur a sept domaines
transmembranaires couplé aux protéines G exprimées a la surface d’un grand nombre de
cellules. Au niveau la peau, PAR-2 semble jouer un role régulateur dans les processus
inflammatoire, dans la fonction de barriere et dans le prurit. La peau est un organe
hautement sensoriel, richement innervée. Les interactions neuro-cutanées jouent un
role fondamental dans sa fonction de barriere cutanée. Alors que le role de PAR2 dans
la régulation de l'expression de genes pro-inflammatoire a été démontré dans les
kératinocytes, ce role dans les neurones sensoriels, présent au niveau du tissu cutané,
reste encore inconnu. Par PCR en temps réel, nous avons mis en évidence que
'activation de PAR-2 par son agoniste spécifique, le SLIGKV, induisait une diminution de
'« epidermal growth factor » (EGF) et une augmentation du « gastrin releasing peptide »
(GRP) dans des cultures primaires de neurones sensoriels de rat. Ces résultats in vitro
suggerent que PAR-2 dans les neurones sensoriels peut réguler des genes qui vont
influencer l'inflammation cutanée (par le GRP) ou la stabilité de la barriere (par I'EGF).

Ces résultats préliminaires resteraient a étre confirmé en protéomique.
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Introduction

L’Inflammation neurogéne cutanée (INC) est un phénomeéne associé a la sécrétion de molécules pro-inflammatoires au niveau de la peau. Deux récepteurs sont
déja connus pour étre impliqués dans I'INC au niveau des terminaisons nerveuses libres : PAR-2 et TRPV1. Nous savons également que les kératinocytes
participent a 'INC et expriment ces récepteurs. Les mécanismes de I'INC impliquant PAR-2 et TRPV1 demeurent peu connus dans les kératinocytes.

Les objectifs de ce travail ont donc été de :

i) mettre en évidence la signature génique de I'inflammation induite par PAR-2 dans les kératinocytes ;
ii) déterminer les voies intracellulaires consécutives a son activation.

Méthode Réponses calciques induites par PAR-2
3 3
\ Cultures primaires de kératinocytes humains différenciés
2 2
Traitements cellulaires I €
= = 1 GB83 SLIGKV
\ Analyses \ l l
R
§ g & 5 10 15 20
- - = 3m imel(min) 3m Time (min)
RT-qPCR Imagerie calcique: Immunoblotting:
Expressuon de I'lL-1B et | | Variations calciques Translocation du
TNF-a NFkB-P65 24 o
Traitements cellulaires : SLIGKV agoniste de PAR-2; GB83 antagoniste de PAR-2; VKGILS Eo u73122 SLIGKV E o810 sLiGKY
séquence inverse du SLIGKV; U73122 inhibiteur de la PLC; AMG9810 inhibiteur de TRPV1 1 l l
Régulation génique de TNF-a et IL-1B par PAR-2 o l l

10 15 20 5 10 15 20
‘TNFa expression after 3h of SLIGKV incubation IL1b expression after 3h of SLIGKV incubation Time (min) Time (min)
5 Réponses calciques moyennes des kératinocytes induites par 100 uM de SLIGKV seul ou suite a l'incubation pendant 10min
avec le GB83 (50uM) (n=4; N=60), 'AMG9810 (1 uM) (n=3 ;N=60) et I'U73122 (10 uM) (n=3 ;N=60). Le AF/FO représente une
*kk des valeurs du ratio
*kk
C . PAR-2 provoque une itation du intr lul
T §
g 3 Cette augmentation calcique semble passer par le PLC et TRPV1
§° H
3 i Translocation du NFkB-P65 induite par PAR-2
5 2 —l— H
£ £
¢ = :
1 -
25
s
° ¢ S > & i
& & o ) N s
£ N & s & & & g
& S & S & B &y 3>
& & ]
E
Expression relative normalisée par rapport a l'actine et rapportée a la condition non traitée du TNF-a (n=7 et IL-18 (n=7) des g -

échantillons d’ARNm de kératinocytes non traités ou traités par le SLIGKV (100uM) ou le VKGILS (100uM) ou le GB83 (50uM)

combiné au SLIGKV (100uM). (Mann-Whitney : *=p<0,05 ; **=p<0,01 ; ***=p<0,001) 05 I

PAR-2 induit une augmentation de I’expression des cytokines pro-

inflammatoires : TNF-a et de IL-1B. Ces augmentations sont inhibées par le Unreated | kv | neated | sty
A i Cytosolic extract Nuclear extract

GB83 ou absentes avec la séquence inverse du SLIGKV. 75kD . n— ©NFKB-P65

Détection de PAR-2 et TRPV1 Expression de la protéine NFkB (n=2) rapportée a la condition non traitée dans les extraits protéiques cylosoliques et

nucléaires des kératinocytes non  traités ou traités par 100 uM de SLIGKV.

PAR-2 permet la translocation nucléaire du facteur de transcription NFkB.

Conclusion

O stigky ©

Démontrés
Interrogations

Lrode hatyzm
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LRIAGE

\' Introduction J

*Ne URO
-

La peau est un organe fortement innervé. Les neurones sensoriels
. cutanés peuvent étre activés par des protéases par clivage du récepteur
aux protéases 2 (PAR2). Il en résulte la sécrétion de médiateurs
solubles responsables des troubles cutanés tels que 1’inflammation
neurogene cutanée (INC) et le prurit.

Sécrétion de L. . :
neuropeptides PAR2, en plus de commander la libération de médiateurs, peut-il
et moduler I’expression de génes conduisant a une inflammation ou

un prurit chronique?

Régulation de génes impliqués dans
PINC et le prurit ?

Deux molécules semblent intéressantes :
* L'«epidermal growth factor» (EGF), un facteur de croissance

~—— y - — L, [ P 3
S B 5 7’ = impliqué dans la stabilité de la barriere cutanée.

Inflamesulinn tuldiic of ~———

peutl) =~ * Le «gastrin-releasing peptide» (GRP), un neuropeptide impliqué

dans I’'INC.

Objectif J
Etudier dans des cultures de neurones sensoriels de rats, la modulation d’expression de I'EGF et du GRP induit par PAR2 (3 heures) par son
agoniste (SLIGKV). La séquence inverse de 1’agoniste (VKGILS) et 1’agoniste combiné a 1’antagoniste (SLIGKV+GB83) seront utilisés
comme contrdle.

\ Méthode )
SLIGKV
Cultures de ou 3h PCR de
“neurones sensoriels VKGILS 4)‘ Extraction ARNm %‘ Transcription inverse }—> I EGE et du GRP
issus de DRG de rats ou
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Modulation de Uexpression des ARNm de VEGF et du GRP par PAR2: Représentation graphique des valeurs moyennes de [’expression relative normalisée par rapport a I’actine et
rapportée a la condition non traité A) de 'EGF (n=6) et B) du GRP (n=4) des échantill yd'ARNm de s sensoriels de rats traites ou non par le SLIGKV (100uM) ou le VKGILS
(100uM) ou la combinaison du GB83 (50uM) et du SLIGKV (100uM). La significativité a été analysée par le test de Mann- Whitney: * = p<0,05 ; **= p<0,01 ; *** = p<0,001.

Comme le montre la figure A, I’activation de PAR?2 par le SLIGKV
induit une diminution d’environ 80% de 1’ expression de 1'EGF en
comparaison a la condition non traitée et 4 nos controles.

Cette diminution d’expression pourrait induire une baisse de la
prolifération de 1’épiderme provocant des troubles cutanés associés a
une perte de I’homéostasie de la barriére cutanée.

Comme le montre la figure B, I’activation de PAR2 par le SLIGKV
induit une augmentation d’environ 95% de I’expression du GRP en
comparaison a la condition non traitée et aux controles.

Cette augmentation d’expression du GRP peut étre associée a un
renforcement de I'INC a partir des neurones sensoriels.

Conclusion

Ces résultats préliminaires ont permis de montrer que PAR2 peut réguler ’expression de genes (EGF et GRP) au niveau des neurones sensoriels

impliqués dans I’INC et I’homéostasie de la barriere cutanée.

Nous tenterons de déterminer si ces variations sont retrouvées au niveau de 1’expression des protéines et de la sécrétion cellulaire respectivement

par des tests d’immuno-marquages, WB et ELISA.
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Caractérisation des PC12 comme modéle de neurones sensoriels dans
inflammation neurogéne cutanée

O. Gouin" 2, K. L'Herondelle', R. Le Garrec', C. Le Gall-lanotto’, M. Sakka', R. Leschiera', M.
Talagas', V. Buhé', E. Plée-Gautier', J. L. Carré" L. Lefeuvre?, L. Misery’, N. Lebonvallet'

Contexte

L’inflammation neurogéne cutanée (INC) est impliguée dans de nombreuses maladies de la
peau comme le psoriasis ou la dermatite atopique, et est fréquemment associée a un prurit.
Les neurones sensoriels de type C issus des ganglions des racines dorsales (DRG) sont le
moteur de I'INC, et jouent un réle crucial dans son initiation et son maintien par la libération
de neurotransmetteurs. Actuellement, les DRG issus des mammiféres sont
préférentiellement utilisés pour étudier 'INC et le prurit engendrant des problémes
d’éthiques.

Objectif

L’objectif de ce travail a été de développer une alternative d’étude des neurones sensoriels
par I'utilisation d’une lignée cellulaire de phéochromocytome de rat (PC12).

Méthode

Les PC12 ont été différenciées en neurones en présence de NGF.

Résultats

Marqueurs des neurones sensoriels

Afin de confirmer le phénotype neuronal des cellules issues des PC12, un immuno-
marquages (IM) de marqueurs neuronaux a été réalisé. Les neurofilaments ont été détectés
confirmant le phénotype de neurone. De plus, la péripherine et non NF200 a été détectée
suggérant que ces cellules sont des neurones sensoriels peu ou pas myélinisés (Ad ou C) et
non des neurones myélinisés (AB).

Ces résultats suggérent que les cellules issus des PC12 semble étre des neurones
sensoriels. Cependant, ont-elles un profil sécrétoire?

Marqueurs neuro-endocriniens

Par la suite, le profil neuro-sécretoire des PC12 différenciées en neurones sensoriels a été
visualisé par un marquage au PGP9.5. Dans nos conditions, il a ét¢é mis en évidence un
marquage de la substance P (SP) et du calcitonine gene-related peptide (CGRP),
neuropeptides impliqués dans I'INC et le prurit.

Ces résultats suggerent que les cellules issues des PC12 semblent aptes a sécréter des
neuropeptides de I'INC. Cependant, ont-elles les récepteurs pour étre activées?

Des marqueurs spécifiques de I'INC et du prurit

Afin de compléter ce model, il a été réalisé un IM des récepteurs spécifiques de I'INC et du
prurit impliqués dans l'activation neuronale et la sécrétion de neuropeptides. Deux de ces
récepteurs, le canal cationique « transient receptor vanilloid 1 » (TRPV1) et le récepteur aux
sérines protéases (PAR2) ont été détectés dans les PC12.

Ces résultats suggerent que les PC12 peuvent étre activées soit par la capsaicine via TRPV1
soit par la tryptase via PAR2.

Conclusion

Ces résultats préliminaires ont permis de montrer que les PC12 différenciées expriment
’ensemble des marqueurs des neurones sensoriels. De plus, par la présence de
neuropeptides (SP et CGRP) et de récepteurs (TRPV1 et PAR2) spécifiques de 'INC et du
prurit, les PC12 pourraient étre un bon modeéle de 'INC.

Cependant, il sera intéressant de vérifier les capacités d’activation des PC12 différenciées
ainsi que leur niveau de sécrétion de neuropeptides afin de définir un modéle fonctionnel.
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Caractérisation des PC12 comme modéle de neurones sensoriels dans
I'inflammation neurogéne cutanée
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1 Laboratoire de Neurosciences de Brest, Brest, France ;
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Cellules y5T

cytokines

Linflammation neurogene cutanée (INC) est impliquée dans de nombreuses =
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maladies de la peau comme le psoriasis ou la dermatite atopique, et est N -
fréequemment associée a un prurit. Les neurones sensoriels de type C issus des TRl o fammation

ganglions des racines dorsales (DRG) sont le moteur de I'INC, et jouent un role neurogéne cutanée

crucial dans son initiation et son maintien par la libération de
neurotransmetteurs. Actuellement, les DRG issus des mammiféres sont
préférentiellement utilisés pour étudier I'INC et le prurit engendrant des
problemes d’éthiques.

Objectif

X
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neurotransmetteurs
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TRPV1, TRPAL", PAR?"

Terminaison
nerveuses libre

Méthode

| Les PC12 ont été différenciées
en neurones en présence de
NGF.

Différenciation :

L'objectif de ce travail a été de développer une
alternative d’étude des neurones sensoriels
par lutilisation d’une lignée cellulaire de
phéochromocytome de rat (PC12).

NGF (100 ng/ml)
Insuline (10 pg/mi) [
Hydrocortisone (10

ng/ml)
B27 (50X)

N
PC12 non différenciées

Résultats

PC12 différenciées

Marqueurs neuro-endocriniens

Par la suite, le profil neuro-sécretoire des PC12 différenciées en
neurones sensoriels a été visualisé par un marquage au
PGP9.5. Dans nos conditions, il a été mis en évidence un
marquage de la substance P (SP) et du calcitonine gene-
related peptide (CGRP), neuropeptides impliqués dans I'INC et
le prurit.

Ces résultats suggerent que les cellules issues des PC12
semblent aptes a sécréter des neuropeptides de I'INC.
Cependant, ont-elles les récepteurs pour étre activées?

sensoriels issus de PC12 différenciées avec le

C: érisation des
NGF : Coloration des noyaux au DAPI ; A) marquage des neurofilaments (panNF) ;
B) marquage de la périphérine ; C) marquage du PGP9.5 ; D) marquage de la SP

Les neurones sensoriels issus de PC12 peuvent servir de modéle de I'INC :
Coloration des noyaux au DAPI ; A) marquage du TRPV1 ; B) marquage du PAR2

Marqueurs des neurones sensoriels

Des marqueurs spécifiques de I'INC et du prurit

Afin de confirmer le phénotype neuronal des cellules issues des
PC12, un immuno-marquages (IM) de marqueurs neuronaux a
été réalisé. Les neurofilaments ont été détectés confirmant le
phénotype de neurone. De plus, la péripherine et non NF200 a
été détectée suggérant que ces cellules sont des neurones

Afin de compléter ce modéle, il a été réalisé un IM des
récepteurs spécifiques de I'INC et du prurit impliqués dans
I’activation neuronale et la sécrétion de neuropeptides. Deux de
ces récepteurs, le canal cationique « transient receptor vanilloid

sensoriels peu ou pas myélinisés (Ad ou C) et non des
neurones myélinisés (AB).
Ces résultats suggérent que les cellules issus des PC12

1 » (TRPV1) et le récepteur aux sérines protéases (PAR2) ont
été détectés dans les PC12.

Ces résultats suggérent que les PC12 peuvent étre activées

semble étre des neurones sensoriels. Cependant, ont-elles un

soit par la capsaicine via TRPV1 soit par la tryptase via PAR2.
profil sécrétoire?

Conclusion

Ces résultats préliminaires ont permis de montrer que les PC12 différenciées expriment 'ensemble des marqueurs des neurones
sensoriels. De plus, par la présence de neuropeptides (SP et CGRP) et de récepteurs (TRPV1 et PAR2) spécifiques de I'INC et du
prurit, les PC12 pourraient étre un bon modele de I'INC.

Cependant, il sera intéressant de Vvérifier les capacités d’activation des PC12 différenciées ainsi que leur niveau de sécrétion de
neuropeptides afin de définir un modele fonctionnel.
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FORMATION

2014-2017 : Doctorat a ’ED-SICMA a I’'Université de Bretagne Occidentale
Financement CIFRE : Laboratoires Dermatologiques d’Uriage => soutenance prévue en mars 2017.

2011-2012 : Master 2 Biochimie, Cellules, Cibles Thérapeutiques (BC2T) a I’'Université Paris Diderot
Spécialité Biomolécules et thérapeutiques - Mention bien

2010-2011 : Master 1 Biologie Santé a I’'Université Paris-Est Créteil
Mention assez bien, Major Promo

2007-2010 : Licence Sciences de la Vie et de la Terre a I’'Université Paris-Est Créteil
Spécialité Biologie, Santé — Mention assez bien

2006-2007 : Faculté de médecine au CHU Henri Mondor a I’'Université Paris-Est Créteil

2005-2006 : Baccalauréat général, série scientifique

COMPETENCES
Domaines d’application : Biochimie :
Immunologie, Biochimie, Biologie cellulaire et Elisa, immuno-précipitation, Western Blot
moléculaire, Virologie (VHB, VHC, VIH), Physiologie Microscopie :

cardiovasculaire, digestive, pulmonaire et cutanée, 2+

Neurosciences, expérimentation et éthique animale,
Cancérologie (voies de signalisations intra-cellulaires)

Immunofluorescence, Patch clamp, imagerie calcique (Ca
release, SOCEs), imagerie confocale, coupe histologique

Informatique :

Techniques :
Culture cellulaire :

Lignées cellulaires HaCat, PC12, C8161, HM11 et
WM1361. Tests d’actifs d’'industriels.

Cultures et co-cultures primaires de kératinocytes
humains et de neurones issus de ganglions de la

Systémes d’exploitation : Mac, Linux, Windows
Logiciels : Zotero, endnote, Ms office, photoshop, NCBI, Prism
(Statistiques).

Langues :
Anglais : Scientifique et technique

Espagnol : Bonnes notions

Autres diplomes :

racine dorsale (GRD) de ratons,
Explants de peau ré-innervée avec des PC12 et des

GRD. Formation a I’expérimentation animale Niveau 1 en 2014
Biologie moléculaire : (Oniris)

RT-gPCR, transfection siRNA et de vecteurs Formation Hygiéne et Sécurité en laboratoire et milieu
rapporteurs luciférase (NF-kB et NFAT) hospitalier

EXPERIENCES ET REALISATIONS

2014-2017 Etudiant thésard CIFRE pour les laboratoires dermatologiques d’Uriage et le Laboratoire de
Neurosciences de Brest (AE4685), Université de Bretagne Occidentale (3 ans). Etude du réle inflammatoire et des voies
intracellulaires du récepteur PAR-2 dans les kératinocytes différenciés et les neurones sensoriels. Rédaction d’articles
scientifiques, présentations des résultats sous forme de posters et communications orales.

2013 : Attaché de recherche Clinique chez BIOTRONIK-France (7 mois). Gestion de protocoles d’études cliniques
nationales et européennes sur les défibrillateurs et les stents dans un contexte de pathologies cardiaques. Réalisation de
visites de monitoring et rédaction des procédures opératoires standards internes. Suivi de projet en relation avec le chef
d’étude clinique basé a Berlin et les praticiens hospitaliers.

2012-2013 : Professeur soutien scolaire pour Acadomia (1 an)

2012 : Stagiaire master 2 au laboratoire d’Immunologie, Dermatologie et Oncologie INSERM-UMR-S 976, Hopital Saint
Louis, Université Paris Diderot (6 mois). Contrle de la traduction par Raf dans les mélanomes mutés sur Ras.
Développement d’une nouvelle approche thérapeutique dans les mélanomes permettant de cibler les mélanomes mutés Ras
mais aussi de prévenir ou retarder la résistance des mélanomes aux inhibiteurs de B-Raf.

2011 : Stagiaire master 1 au laboratoire de la Croissance cellulaire, Réparation et Régénération Tissulaire (CRRET),
Université Paris Est Créteil (3 mois). Recherche de nouveaux partenaires a 'HARP (Héparin Affin Regulatory Peptid) et
leurs implications dans I'angiogenése tumorale.

2010 : Stagiaire Licence 1 au laboratoire de virologie moléculaire et immunologie-Physiopathologie et thérapeutique
des hépatites virales chroniques IMRB-U955 équipe 18, Hopital Henri Mondor Université Paris Est Créteil (3 mois).
Recherche sur les Iésions, les mécanismes de réparation de ’ADN et leurs implications sur le carcinome hépatocellulaire
induit par le VHC.

2005-2011 : Aide-soignant au Centre Médical de Forcilles, période : juillet / aoat (5 ans)
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Etude du réle de PAR-2 dans I'inflammation neurogéne cutanée

Résumé :

L’'inflammation neurogéne cutanée (INC) est une inflammation de la peau induite par
I’'activation des fibres nerveuses intra-épidermiques qui secrétent des neuropeptides tels que
la substance P (SP). L’INC est impliquée dans des dermatoses inflammatoires prurigineuses
comme le psoriasis, la dermatite atopique (DA) et le syndrome de Netherton (SN). Un
nouveau concept émerge, suggérant que les kératinocytes sont également des acteurs
majeurs de I'INC. Le récepteur activé par des protéases de type 2 (PAR-2) est fortement
incriminé dans 'INC associée a ces dermatoses, ce qui permet de comprendre les voies du
prurit non-histaminergiques. Les enjeux thérapeutiques sont de taille puisqu’il n’existe
actuellement aucun traitement efficace permettant la prise en charge spécifique du prurit
histamino-indépendant au cours des dermatoses prurigineuses associées a I'INC.

Bien que le réle de PAR-2 dans la sécrétion de neuropeptides a partir des neurones
sensoriels soit clairement établi, son implication dans la modulation de génes pouvant
contribuer a I'entretien ou I'amplification de I'INC reste méconnue. Le réle inflammatoire de
PAR-2 a également été démontré sur des kératinocytes cultivés en monocouche via la
sécrétion de cytokines par des mécanismes dépendants du Ca®*. La surexpression de PAR-
2 et la perte d’expression de certains canaux calciques impliqués dans sa réponse calcique
dans les kératinocytes différenciés suggérent des mécanismes d’action de PAR-2 différents
pour ceux-ci. Dans le but d’étudier le réle pro-inflammatoire de PAR-2 au cours des
dermatoses prurigineuses, nous avons analysé l'effet de son activation sur des mono-
cultures de neurones sensoriels issus de ganglions rachidiens dorsaux (GRD) de rat et de
kératinocytes humains différenciés (DhPK), en criblant I'expression de médiateurs de
inflammation. Pour approfondir, les voies calciques de PAR-2 sous-jacente a la modulation
d’expression dans les kératinocytes différenciés, des expériences d’imagerie calcique ont
été réalisées et différents antagonistes ont été utilisés pour analyser les acteurs impliqués.
Dans le cadre d’un partenariat avec les laboratoires dermatologiques d’Uriage, nous avons
testé les effets de I'eau thermale d’Uriage sur la modulation de génes induite par PAR-2
dans les DhPK. Nous avons également utilisé une lignée de PC12 différenciables en
neurones par le NGF afin de les utiliser comme alternatives des neurones sensoriels issus
des GRD de rat pour I’étude de I'INC.

L’ensemble des résultats obtenus au cours du criblage des génes modulés par PAR-2
confirme le réle pro-inflammatoire de PAR-2 dans les neurones sensoriels de rat et dans les
DhPK. La découverte d’'une nouvelle voie calcique de PAR-2 dans les DhPK offre de
nouvelles pistes thérapeutiques pour les dermatoses prurigineuses telles que le psoriasis, la
DA et le NS. Les résultats obtenus avec I'eau thermale d’Uriage peuvent présenter une
perspective thérapeutique pour les patients souffrants de dermatoses prurigineuses
réfractaires aux traitements conventionnels. L'utilisation d’'une lignée neuronale comme les
PC12 pour I'étude de I'INC serait une alternative utile dans le développement des tests
cosmétiques avec les industriels pour notre laboratoire.

Mots-clés :
PAR-2 - TRPV1 — InsP3R - Ca* - kératinocytes différenciés - neurones sensoriels - PC12 - eau

thermale d’Uriage

Adresse de l'auteur : 17 rue Joseph Leborgne — 29200 Brest — ol.gouin@gmail.com
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Study of the role of PAR-2 in cutaneous neurogenic inflammation

Abstract:

Cutaneous neurogenic inflammation (CNI) is an inflammation of the skin induced by the
activation of intraepidermal nerve fibers that release neuropeptides such as substance P
(SP). CNI is involved in pruritic inflammatory skin disorders such as psoriasis, atopic
dermatitis (AD) and Netherton syndrome (NS). A new concept is growing, suggesting that
keratinocytes could also trigger INC. The proteases activated receptor 2 (PAR-2) is strongly
incriminated in CNI associated with these dermatoses, which allow to understand the
histamine-independent itching pathways. The therapeutic stakes are high since there is
currently no effective treatment allowing the specific management of histamine-independent
pruritus during skin disorders associated with CNI.

Although the role of PAR-2 in the secretion of neuropeptides from sensory neurons is clearly
established, its involvement in the modulation of genes involved in the maintenance or
amplification of CNI remains unknown. The inflammatory role of PAR-2 on keratinocytes has
also been demonstrated through the production of cytokines in a Ca®'-dependent
mechanisms. The overexpression of PAR-2 and the loss of ORAI1 expression, a calcium
channel following keratinocytes differentiation suggest different signaling pathways
downstream to PAR-2 activation between undifferentiated and differentiated keratinocytes.
In order to study the pro-inflammatory role of PAR-2 during pruritic dermatoses, we analyzed
the effect of its activation on rat primary sensory neurons from dorsal spinal ganglia (DRG)
and on differentiated human primary keratinocytes (DhPK) by screening the expression of
inflammatory mediators. To deepen the Ca®* pathways underlying PAR-2-mediated
inflammatory mediator modulation in DhPK, we performed Ca® imaging experiments and
different antagonists were used to analyze the involvement of intracellular actors. In a
partnership with the dermatological laboratories of Uriage, we tested the effects of Uriage
thermal water on PAR-2-induced gene modulation in DhPK. We also used a PC12 cell line
differentiable in neurons by the NGF in order to use them as alternatives of rat primary
sensory neurons from DRG for the study of INC. We also used a PC12 cell line differentiable
in neurons by the NGF use them as alternatives of rat primary sensory neurons from DRG
for the study of INC.

The results obtained during the screening of the PAR-2-modulated genes confirmed the pro-
inflammatory role of PAR-2 in rat primary sensory neurons and in DhPK. The discovery of a
new PAR-2-mediated Ca* pathway in DhPK offers new therapeutic pathways for pruritic
dermatoses such as psoriasis, AD and NS. The results obtained with the thermal water of
Uriage can present a therapeutic perspective for patients suffering from pruritic dermatoses
refractory to conventional treatments. The use of a neuronal cell line as the PC12 for the
study of INC would be an useful alternative in the development of cosmetic tests.
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