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Résumé

Les peptidyl-arginine désiminases (PADs) catalysent une modification post-traductionnelle,
appelée désimination, qui correspond a la transformation des résidus arginine en résidus citrulline. A
ce jour, leur réle est encore mal compris, bien qu’elles aient été impliquées dans divers processus
physiologiques et pathologiques. Dans I'épiderme et le follicule pileux, trois d’entre elles sont
exprimées, les PAD1, 2 et 3. La désimination de la filaggrine (FLG), protéine essentielle de la
différenciation épidermique, semble conduire a sa dissociation des filaments de kératines et
permettre sa protéolyse totale. Les acides aminés libres ainsi générés sont nécessaires a la fonction
de barriere que remplit la couche cornée, couche cellulaire la plus externe de I'épiderme. Dans le
follicule pileux, la désimination de la trichohyaline (TCHH), protéine apparentée a la FLG, augmente
sa solubilité et permet sa liaison covalente aux kératines par la transglutaminase 3 (TGase 3), ce qui
participe a la formation de la tige pilaire. La description du rbéle des PADs au cours de la
différenciation des kératinocytes est cependant encore incomplete, et leurs implications dans les
maladies de peau peu explorée.

L'objectif de mon travail de these a été de mieux comprendre le réle des PADs dans le
métabolisme de la FLG et, plus généralement, dans I’homéostasie de |'épiderme et du follicule pileux.

Tout d’abord, j’ai montré que la désimination de la FLG humaine par la PAD1 et/ou 3 est une
étape majeure qui permet de réguler sa dégradation compléte en fonction du taux d’humidité
extérieure. Pour cela, j'ai utilisé comme modele expérimental des épidermes reconstruits humains
(ERHs). La diminution de I'humidité relative lors de leur production, de 95% a 30-50%, augmente la
protéolyse de la FLG et la genese des acides aminés correspondants. En parallele, I'expression de la
PAD1 et le taux de désimination de la FLG sont fortement accrus alors que ni I'expression ni I'activité
des protéases impliquées dans cette protéolyse ne varient. De plus, le traitement d’ERHs pendant 24
heures avec un inhibiteur des PADs, le Cl-amidine, bloque en partie I'effet de la sécheresse sur le
métabolisme de la FLG.

J'ai ensuite recherché si la désimination joue un role plus global au cours de la différenciation des
kératinocytes. J'ai traité des ERHs avec différentes concentrations de Cl-amidine pendant 48 heures
et analysé l'effet du traitement sur leur morphologie. L'inhibition de la désimination est dose-
dépendante et non toxique. A la plus forte concentration, le Cl-amidine entraine un amincissement
de la couche cornée, une augmentation importante du nombre de cellules transitionnelles, et
I'accumulation de mitochondries et de vésicules dans le cytoplasme des kératinocytes granuleux.
Ceci permet de proposer que la cornification, derniere étape de la différenciation kératinocytaire, est
retardée. De plus, la protéine LC3B-Il, marqueur des autophagosomes, étant plus fortement détectée
dans les ERHs traités, les PAD1 et/ou 3 pourraient étre impliquées dans le processus d’autophagie
associé a la cornification.

Enfin, j'ai participé a un nouveau projet collaboratif qui a permis de découvrir |'origine d’une
maladie génétique rare, le syndrome des cheveux incoiffables. Des mutations des génes de la TCHH,
de la PAD3 ou de la TGase 3 ont été identifiées dans 11 familles et sont responsables de ce
syndrome. La mutation non-sens du géne de la TCHH aboutit a la synthése, si elle a lieu, d’une forme
tres courte, probablement incapable d’interagir avec les kératines. Les mutations des génes de la
PAD3 et de la TGase 3 induisent des changements structuraux et une quasi-absence de I'activité des
enzymes correspondantes. De plus, les souris dont le gene de la Pad3 a été inactivé présentent des
anomalies de la forme des poils. Ces résultats ont permis de comprendre la physiopathologie de
cette maladie des cheveux et ont prouvé que la PAD3 est essentielle a leur morphogeneése.



Abstract

Peptidylarginine deiminases (PADs) catalyze a post-translational modification, named
deimination, corresponding to the transformation of arginine residues into citrulline. So far, their role
is still poorly understood even if they have been associated with numerous physiological and
pathological processes. In the epidermis and the hair follicle, three PADs are expressed, namely
PAD1, 2 and 3. Deimination of filaggrin (FLG), a major protein of epidermal differentiation, would
lead to its detachment from keratin filaments and allow its full proteolysis. The resulting free amino
acids contribute to the barrier function of the cornified layer, the outmost cellular layer of the
epidermis. In the hair follicle, deimination of trichohyalin (TCHH), a FLG-related protein, increases its
solubility and improves its crosslinking by transglutaminase 3 (TGase 3) to keratins, contributing to
the hair shaft formation. However, the function of PADs during keratinocyte differentiation is
incompletely described and their involvements in skin diseases have been poorly investigated.

The objective of my work was to better understand the role of PADs in the metabolism of FLG,
and more generally in the epidermis and hair follicle homeostasis.

First of all, | demonstrated that a major step in the metabolism of human FLG is its deimination by
PAD1 and/or PAD3. This regulates its complete degradation according to the external humidity level.
For this purpose, | used reconstructed human epidermis (RHEs) as an experimental model. Lowering
relative humidity from 95 to 30-50% during RHE generation enhanced FLG proteolysis as well as the
resulting amino acid amount. In parallel, PAD1 expression and FLG deimination were highly increased
while the expression or activity of proteases known to target FLG did not vary. Moreover, treatment
of RHEs during 24 hours with Cl-amidine, a PAD inhibitor, partially blocked the effect of dryness on
FLG metabolism.

Then, | investigated whether deimination could play a more general role during keratinocyte
differentiation. | treated RHEs with various concentrations of Cl-amidine during 48 hours and |
analyzed the effect of treatments on the epidermis morphology. The inhibition of deimination was
dose-dependent and not cytotoxic. At the strongest concentration, Cl-amidine was shown to cause
thinning of the cornified layer, to highly increase the number of transitional cells and to induce
accumulation of mitochondria and vesicles in the cytoplasm of granular keratinocytes. This suggested
that cornification, the ultimate stage of keratinocyte differentiation, is slowed down by Cl-amidine
treatment. Besides, as the autophagosome marker LC3B-Il was up-regulated in Cl-amidine treated
RHEs, PAD1 and/or PAD3 could be involved in the cornification-associated process of autophagy.

Finally, | participated in a new collaborative work that led to discover the cause of uncombable
hair syndrome, a rare genetic disorder. Mutations of the genes encoding TCHH, PAD3 and TGase 3
were identified in 11 families and were shown to be responsible for the disease. The nonsense
mutation in TCHH gene results in the synthesis, if any, of a very short protein, probably not able to
interact with keratins. Mutations in PAD3 and TGase3 genes were shown to induce structural
changes and almost total absence of activity of the corresponding enzymes. Moreover, examination
of Pad3 deficient mice revealed alterations in the hair morphology. These results allowed a better
understanding of this hair disease physiopathology and proved that PAD3 is essential for the hair
shaft morphogenesis.
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INTRODUCTION

L’objet principal de ma these est I'étude du réle d’une famille d’enzymes, les peptidyl-arginine
désiminases (PADs ; enzymes catalysant une modification post-traductionnelle appelée désimination
et correspondant a la transformation des résidus arginine en résidus citrulline), dans ’homéostasie
épidermique, et en particulier dans le métabolisme d’une protéine essentielle de I'épiderme: la
filaggrine (FLG). Un projet mené en collaboration entre mon laboratoire et une équipe de recherche
allemande m’a de plus donné I'opportunité d’étudier le réle des PADs dans le follicule pileux. Ainsi,

mon introduction est séparée en quatre grands chapitres :

Aprés un bref avant-propos présentant la peau et ses annexes, le premier chapitre décrira
, . b i e s . . .
I’organisation structurale de I'épiderme et les différentes fonctions de ce tissu ainsi que le processus

de cornification, étape ultime de différenciation des kératinocytes.

La deuxiéme partie sera consacrée a la FLG, protéine jouant un rdle essentiel dans la cornification

et qui est I'un des substrats majeurs des PADs dans I'épiderme.

Dans le troisieme chapitre, I'organisation structurale du follicule pileux ainsi que les processus de
différenciation des différentes couches le constituant seront présentés. La structure et le réle de la
trichohyaline (TCHH), une protéine exprimée dans le follicule pileux apparentée a la FLG et substrat

des PADs, seront aussi détaillés.

Dans la quatrieme et derniere partie introductive, les caractéristiques structurales et
fonctionnelles des PADs seront décrites. Les PADs étant exprimées dans de tres nombreux tissus du
corps humain, une breve revue de leurs implications physiologiques et pathologiques sera présentée

avec un focus sur leur role dans I'épiderme et le follicule pileux.
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AVANT-PROPOS : LA PEAU ET SES ANNEXES

A. La peau, les cheveux et les poils : bien plus que de simples organes

La peau représente I'enveloppe du corps. Elle est en continuité avec les muqueuses recouvrant les
cavités naturelles de l'organisme. C'est I'organe de I'étre humain le plus volumineux, représentant
1/3 du poids de I'organisme et une surface de I'ordre de 2 m* chez I'adulte. Sa fonction principale est
de former une barriere protectrice contre la pénétration d’agents infectieux et d’allergénes et contre
le risque de déshydratation. Outre ce réle fonctionnel, elle joue aussi un role social trés important
dans nos sociétés. Rougeurs et frissons peuvent trahir nos émotions : elle est ainsi le « reflet de
I’ame ». Elle est aussi le reflet de notre santé, et lorsqu’elle présente un aspect trop « anormal », a
cause d’une maladie cutanée sévéere, de cicatrices ou brllures importantes, cela peut engendrer un
rejet social douloureux pour I'individu. Elle est également le reflet de notre age : elle va, au fur et a
mesure de la vie, perdre de sa fermeté et se couvrir de rides et ridules. De plus, la couleur de notre
peau est le premier indicateur de nos origines géographiques. Enfin, la peau peut étre porteuse de
nombreux symboles : tatouage, piercing, maquillage, bronzage ou culte de la peau pale sont autant
de choix faits par les humains pour « habiller » leur peau et indiquent les aspirations sociales de
chacun.

Les cheveux et les poils assurent aussi un role protecteur, en particulier contre le froid et les
rayonnements ultraviolets. De plus, certains poils ont un réle plus spécifique. Les sourcils et les cils
empéchent par exemple les poussiéeres, la sueur et I'eau de pénétrer dans I'ceil et le protegent des
rayonnements lumineux. Les poils situés dans les oreilles et le nez constituent une sorte de filtre
retenant les grosses poussiéres, ou les insectes. En outre, les poils et cheveux ont eux aussi un role
social. La forme et la couleur des cheveux ainsi que I'abondance de la pilosité sont le reflet de nos
origines. Dans certains groupes ethniques, les cheveux et les poils sont des symboles de virilité et de
sensualité. Et les nombreuses coiffures que les cheveux permettent de réaliser peuvent aussi bien

symboliser I'appartenance a un groupe que permettre I'expression de son individualité.

B. Structure de la peau

La peau est constituée de trois tissus superposés qui sont depuis la surface vers la profondeur :
I’épiderme, le derme et I’'hypoderme. Outre ces trois compartiments, la peau présente des structures
annexes telles que les follicules pileux, a I'origine des poils et des cheveux, les glandes sébacées et les

glandes sudoripares
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Figure 1 : Représentation schématique de la peau. Sont indiqués en orange les éléments du follicule pilo-
sébacé, en violet une glande sudoripare eccrine, en rouge les capillaires sanguins et en vert les différents
éléments du systeme nerveux. Les corpuscules de Meissner sont des récepteurs du toucher, les corpuscules de
Ruffini sont sensibles a la chaleur et les corpuscules de Pacini sont sensibles aux pressions et vibrations. De
plus, les terminaisons libres innervant I'épiderme sont responsables de la sensation de douleur.

L’épiderme, épithélium d’origine ectodermique, constitue la partie la plus superficielle de la peau.
L’épiderme, comme tout épithélium, n’est pas vascularisé mais contient de nombreuses terminaisons
nerveuses libres. Son épaisseur est en moyenne de 100 um mais varie de maniere importante selon
les régions du corps (de 50 um au niveau des paupieres et des organes génitaux externes jusqu’a 1
mm dans les régions palmo-plantaires). Son organisation et ses fonctions seront décrites en détails
dans le . L'épiderme est séparé du derme par la jonction dermo-épidermique ou lame
basale, une structure acellulaire dont les composants sont synthétisés par les cellules des deux tissus.
Outre son réle de support mécanique pour I'ancrage des cellules de I'épiderme au derme, elle forme
une barriére sélective permettant le contréle des échanges moléculaires et cellulaires entre les deux
compartiments.

Le derme est un tissu conjonctif d’origine mésodermique richement vascularisé et innervé. On y
retrouve des fibroblastes en quantité abondante ainsi que des cellules du systéme immunitaire
(lymphocytes, mastocytes, macrophages tissulaires, cellules dendritiques). Les fibroblastes
synthétisent les fibres de collagéne et d’élastine, ainsi que la « substance fondamentale »
(principalement composée d’acide hyaluronique et de protéoglycanes) de la matrice extracellulaire.
C’est cette matrice qui confére a la peau sa résistance et son élasticité. Le derme est composé de
deux zones : la zone réticulaire (profonde) et la zone papillaire, qui s’invagine dans I'épiderme pour

former les papilles dermiques. Celles-ci contiennent des fibres nerveuses qui peuvent traverser la
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lame basale pour aller innerver I'épiderme et les récepteurs du toucher que sont les corpuscules de
Meissner. On y trouve également un riche réseau vasculaire qui permet d’alimenter I'épiderme en
nutriments par diffusion a travers la lame basale.

Le derme est soutenu par I'hypoderme (sauf au niveau des paupieres, des oreilles et des organes
génitaux masculins ou il n’y a pas d’hypoderme). L’hypoderme est un tissu adipeux d’origine
mésodermique richement vascularisé. Il est essentiellement composé d’adipocytes, cellules stockant
les lipides principalement sous forme de triglycérides et organisées en lobules. Ce tissu constitue
ainsi un important réservoir énergétique et assure une fonction d’isolant thermique et de protection
contre les chocs mécaniques.

Les annexes cutanées dérivent comme I'épiderme de I'ectoderme et s’invaginent dans le derme
et I’hypoderme lors du développement embryonnaire.

Le follicule pileux, qui sera présenté plus en détails dans le chapitre Ill, est toujours associé a une
glande sébacée et dans certains territoires anatomiques, a un muscle arrecteur et/ou a une glande
sudoripare apocrine. On parle de follicule pilo-sébacé.

Les glandes sébacées sont présentes sur toute la peau, a I'exception de la paume des mains et de
la plante des pieds, et sont principalement annexées aux poils sauf dans les régions dépourvues de
ceux-ci (comme par exemple les levres et les paupieres). Ces glandes sont dites holocrines : c'est-a-
dire que la sécrétion se fait par éclatement des cellules. En effet, les sébocytes se chargent de lipides
(des triglycérides, des céramides et du squaléne notamment) au cours de leur différenciation et
finissent par éclater pour libérer leur contenu, le sébum, au niveau du canal de la glande. Le sébum
est finalement excrété a la surface de la peau et forme un film lipidique protégeant la peau du
dessechement.

Enfin, les glandes sudoripares, dites eccrines lorsqu’elles ne sont pas associées a un follicule
pileux, sont réparties sur toute la surface de la peau et sont particulierement nombreuses au niveau
de la paume des mains, de la plante des pieds et du front. Ce sont des glandes exocrines sécrétant
principalement la sueur mais également des acides gras et des peptides. La sueur est essentiellement
composée d’eau mais contient également des minéraux, du lactate et de I'urée. Elle participe a la
thermorégulation de I'organisme et a I’hydratation des couches supérieures de I'épiderme (le lactate
et l'urée entrent en effet dans la composition du facteur naturel d’hydratation (FNH);

). De plus, grace a son acidité (pH compris entre 4 et 6), la sueur participe au

controle de la croissance de la flore cutanée et a la défense antimicrobienne.
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I. L'EPIDERME, UNE BARRIERE MULTIFONCTIONNELLE

L’épiderme, tissu le plus superficiel de la peau, est un épithélium de revétement pavimenteux
pluristratifié et kératinisé. Sa principale fonction est de former une barriére vitale protégeant
I'organisme contre les agressions extérieures et le risque de déshydratation. L'épiderme est
majoritairement composé de kératinocytes qui subissent une différenciation vectorisée, orientée
vers la surface, et aboutissant a la stratification de I'épiderme en 4 couches cellulaires : couche
basale, couche épineuse, couche granuleuse et couche cornée. C'est un tissu qui se renouvelle en
continu grace a un équilibre dynamique finement régulé entre la prolifération des kératinocytes
basaux, leur migration vers la surface pendant laquelle ils se différencient et leur élimination par
desquamation. L'épiderme met entre 4 et 6 semaines a se renouveler complétement. Les autres
cellules épidermiques, a savoir : les mélanocytes, les cellules de Merkel et les cellules de Langerhans,
sont dispersées entre les kératinocytes. Bien que minoritaires, ces cellules possédent néanmoins

chacune des fonctions spécifiques essentielles

Figure 2 : Représentation schématique de I'épiderme. En condition normale, quatre types cellulaires sont
présents dans I'épiderme. Les cellules majoritaires sont les kératinocytes, organisés en quatre strates : couches
basale, épineuse, granuleuse et cornée. Au niveau de la couche cornée, les kératinocytes sont aplatis et
anucléés, on les appelle alors cornéocytes. On trouve ensuite, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les
cellules de Merkel.
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A. Les différents types cellulaires de I’épiderme

1. Les mélanocytes

Les mélanocytes représentent environ 5% de la population cellulaire épidermique et jouent un
role dans la photoprotection de la peau. lls dérivent des crétes neurales, migrent jusqu’a I'épiderme
lors de I'embryogeneése et s’intégrent au sein de la couche la plus profonde de I'épiderme, la couche
basale . On les retrouve aussi au niveau du follicule pileux et de I'iris de I'oeil. Ce sont
des cellules spécialisées dans la synthese de mélanines : phéomélanines, pigments jaunes-rouges et
eumélanines, pigments bruns-noirs. Ces pigments sont responsables de la couleur de la peau, des
cheveux, des poils et des iris et ont un role photoprotecteur. lls sont stockés dans des vésicules
sécrétrices appelées mélanosomes. Dans ['épiderme, les mélanosomes sont transférés aux
kératinocytes au niveau des dendrites mélanocytaires et se localisent en position apicale des noyaux

des kératinocytes afin de protéger le matériel génétique des rayonnements ultraviolets

Figure 3 : Distribution des mélanocytes et de la mélanine dans I'épiderme. (A) Inmunomarquage spécifique
des mélanocytes sur coupe de peau humaine normale. (B) Marquage des
mélanines sur coupes de peau humaine de différentes origines ethniques avec une coloration Fontana-Masson.
La quantité de mélanine présente dans I'épiderme varie fortement en fonction du type de peau alors que le
nombre de mélanocytes est le méme.

2. Lescellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans sont des cellules du systéme immunitaire inné, devant leur nom a Paul
Langerhans qui les a découvertes en 1868. Elles représentent 3 a 5% de la population cellulaire
épidermique. Dérivées des précurseurs hématopoiétiques de la moelle osseuse, elles migrent vers
I’épiderme et s’insérent entre les kératinocytes. Elles forment grace a leurs longues dendrites un
vaste réseau de sentinelles immunologiques . Elles sont douées d’activité de phagocytose
et internalisent toutes molécules ou tous micro-organismes pathogenes en contact avec leur
membrane. Ce sont de plus des cellules présentatrices d’antigénes aux lymphocytes T « naifs » des
ganglions lymphatiques, qui jouent donc un réle de premier plan dans la mise en place de la réponse

immunitaire adaptative.
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Figure 4 : Distribution des cellules de Langerhans dans I'épiderme. Immunomarquage des cellules de
Langerhans sur coupe de peau humaine normale avec un anticorps anti-Langerine.

3. Les cellules de Merkel

Les cellules de Merkel sont les cellules les moins abondantes de I'épiderme puisqu’elles
représentent environ 1 % des cellules épidermiques. Décrites initialement en 1875 par Friedrich
Sigmund Merkel, il a longtemps été admis que ces cellules dérivaient des crétes neurales au vu des
nombreuses caractéristiques neurales qu’elles présentent (par exemple : synthése de neuropeptides,
expression de molécules synaptiques et de facteurs de transcription pro-neuraux), mais des données
relativement récentes prouvent que ces cellules dérivent de cellules souches épidermiques

. Ces cellules se localisent dans la couche basale de I'épiderme et au niveau
du « bulge » (renflement) du follicule pileux. Elles jouent un role de mécanorécepteur et sont
notamment sensibles aux déformations mécaniques fines telles que celles utilisées pour la lecture du
braille. En contact étroit avec les terminaisons nerveuses périphériques, elles leur transmettent des

informations par la libération de neurotransmetteurs

Figure 5 : Etroite connexion entre cellules de Merkel et terminaisons nerveuses afférentes. Inmunomarquage
des cellules de Merkel sur coupe de peau de souris avec un anticorps anti-kératine 8 et des terminaisons
nerveuses afférentes avec un anticorps anti-NF-H (neurofilament-heavy). Barre d’échelle = 60 um.

4. Les kératinocytes

Les kératinocytes, cellules majoritaires de I'épiderme, représentent environ 90% de la population
cellulaire épidermique. D’origine ectodermique, ils doivent leur nom aux kératines, protéines
constitutives des filaments intermédiaires qu’ils produisent en quantité trés importante. En migrant

de la profondeur vers la surface, les kératinocytes subissent un processus de différenciation vectorisé
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qui se traduit par des changements morphologiques et biochimiques progressifs et donnent ainsi a
I'épiderme sa caractéristique d’épithélium pavimenteux (dont les cellules superficielles sont aplaties),

pluristratifié et cornifié.

B. Structure pluristratifiée de I’épiderme

1. Lacouche basale

La couche basale ou stratum basale est la couche la plus profonde de I'épiderme. Elle est
constituée d’'une seule assise de kératinocytes de forme cubique au noyau volumineux s
sont rattachés a la lame basale par des structures d’adhésion, les hémidesmosomes, et aux
kératinocytes voisins par les desmosomes. Seuls les kératinocytes basaux sont mitotiquement actifs
et assurent le renouvellement continu de I'épiderme . De fagon tres régulée,
certains d’entre eux se détachent de la lame basale pour migrer vers la couche épineuse et

s’engagent ainsi dans le processus de différenciation kératinocytaire.

2. Lacouche épineuse

La couche épineuse ou stratum spinosum est composée de cing a dix assises cellulaires. Elle doit
son nom a la présence de trés nombreux desmosomes visibles au niveau de ce compartiment en
microscopie électronique et donnant un aspect « épineux » aux cellules . Les desmosomes
sont des systémes de jonction intercellulaire ol s’ancrent les filaments intermédiaires de kératines

. Ces structures d’adhésion assurent la cohésion entre les kératinocytes et conferent
a I'épiderme une grande résistance mécanique. Dés lors qu’un kératinocyte entre dans la couche
épineuse, il sort du cycle cellulaire et entre en différenciation. Les kératinocytes épineux sont

polyédriques, ils s’aplatissent et s'élargissent a mesure qu’ils migrent vers la couche granuleuse.

Figure 6 : Aspect "épineux" et desmosomes de la couche épineuse observés en microscopie électronique a
transmission. (A) Vue d’ensemble de la couche épineuse. Barre d’échelle = 2 um (B, C) Desmosomes. Barre
d’échelle = 500 nm et 200 nm respectivement.

10
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3. Lacouche granuleuse

La couche granuleuse ou stratum granulosum est composée d'une a trois assises de
kératinocytes. C’'est la derniere couche de cellules vivantes de |‘épiderme (présentant une activité
transcriptionnelle et traductionnelle). Bon nombre de composants nécessaires a la formation de la
couche cornée sont donc synthétisés par le kératinocyte granuleux. Les
kératinocytes granuleux sont particulierement aplatis et doivent leur nom a la présence dans leur
cytoplasme de nombreux granules de kératohyaline . Ce sont des agrégats
protéiques amorphes de taille variable (faisant jusqu’a plusieurs micrometres de largeur) qui
constituent des zones de stockage de protéines indispensables au processus terminal de

différenciation. Chez le rongeur, on distingue les granules de type F qui contiennent le précurseur de

la FLG : la profilaggrine (proFLG) , et des granules de type L qui contiennent la
loricrine . Chez 'homme, il semble que ces deux
protéines soient stockées au sein des mémes granules . Le cytoplasme des

kératinocytes granuleux contient aussi des corps lamellaires, structures sécrétoires tubulo-
vésiculaires de petite taille (100-150 nm de diameétre) dérivant du réseau trans-golgien

. Les corps lamellaires (appelés aussi kératinosomes) sont des petites structures
vésiculaires délimitées par une membrane lipidique qui contiennent notamment les précurseurs
lipidiques des espaces intercornéocytaires organisés en feuillets, les enzymes impliquées dans la
maturation des lipides, des protéases et leurs inhibiteurs impliqués dans la desquamation, et aussi

des protéines et des peptides antimicrobiens. Les corps lamellaires des kératinocytes granuleux

Figure 7 : Granule de kératohyaline, corps lamellaire et jonction serrée, trois structures spécifiques de la
couche granuleuse observées en microscopie électronique a transmission. (A) Observation de granules de
kératohyaline (GKH) et de corps lamellaires (CL, fleches blanches) de la couche granuleuse. Barre d’échelle =
1 um. (B) Organisation en feuillets des lipides stockés au sein d’un corps
lamellaire. Barre d’échelle = 50 nm. (C) Jonctions serrées présentes au
niveau de la membrane latéro-apicale des kératinocytes granuleux. Barre d’échelle = 50 nm.

11
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déversent leur contenu dans I'espace extracellulaire entre couche granuleuse et couche cornée et
jouent ainsi un réle majeur dans la formation du « ciment » lipidique intercornéocytaire et dans la
régulation de la desquamation. Enfin, on retrouve aussi au niveau de la couche granuleuse des
jonctions intercellulaires spécifiques des épithéliums, associées au cytosquelette d’actine : les
jonctions serrées . Elles sont localisées au niveau des
membranes latéro-apicales des kératinocytes granuleux et il semble qu’elles persistent dans la
couche cornée profonde . Ces jonctions serrées assurent une étanchéité presque
totale de I'épiderme, ne laissant passer que les toutes petites molécules et les ions. Elles jouent de
plus un réle dans la polarisation cellulaire en empéchant la diffusion libre des lipides et protéines de

la membrane plasmique entre le pole baso-latéral et le pole apical

4. Lacouche cornée

Lors de la transition entre couche granuleuse et couche cornée, les kératinocytes subissent un
programme de différenciation unique, aboutissant a la mort cellulaire, appelé cornification. Ce
processus est décrit en détail au

La couche cornée ou stratum corneum est composée d’'un empilement de 10 a 30 assises de
kératinocytes tres aplatis, anucléés et dépourvus d’organites, appelés cornéocytes . Les
cornéocytes présentent des caractéristiques structurales bien particuliéres, qui leur conférent des
caractéristiques fonctionnelles a part entiere. L'espace intracornéocytaire est majoritairement
composé d’'une matrice fibreuse, dense et riche en kératines. Les cornéocytes sont délimités par une
coque lipido-protéique trés rigide et insoluble qui remplace la membrane plasmique : I'enveloppe
cornée (ou cornifiée). Les espaces intercornéocytaires sont emplis de lipides organisés en lamellae
qui constituent un ciment hydrophobe autour des cornéocytes (assurant en partie I'étanchéité de la
couche cornée). De plus, les cornéocytes sont reliés entre eux par les cornéodesmosomes, jonctions

spécifiques de la couche cornée issues de la modification des desmosomes . Ces structures

Figure 8 : Enveloppe cornée, cornéodesmosomes, lamellae lipidiques intercornéocytaires et matrice
fibreuse intracornéocytaire observés en microscopie électronique a transmission. (A) Observation de
I’enveloppe cornée (EC) et d’'un cornéodesmosome (CD) en cours de formation dans un kératinocyte situé ala
transition entre couche granuleuse et couche cornée. (B) Observation des lamellae lipidiques
intercornéocytaires (LL) et d’'un cornéodesmosome (CD) et de la matrice fibreuse intracornéocytaire (MF).

Barres d’échelle = 100 nm.

12
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assurent la cohésion des cornéocytes dans la partie profonde de la couche cornée appelé stratum
compactum. Au niveau des assises plus superficielles appelées stratum disjunctum, les
cornéodesmosomes sont protéolysés. Les cornéocytes sont alors moins cohésifs et finissent par se
détacher de I'’épiderme. Ce processus est appelé la desquamation

La couche cornée a longtemps été considérée comme une simple couche de cellules mortes sans
réelle fonction. En réalité, elle est métaboliquement active et assure en trés grande partie la fonction

de barriere de I'épiderme.

C. Fonctions de barriére de I'épiderme

Grace a sa structure unique, I'épiderme forme une barriere multifonctionnelle assurant la

protection de I'organisme contre les divers stress externes auxquels il est sans cesse confronté

Figure 9 : Fonctions de barriére de I'épiderme. Pour détails voir le texte ci-dessous.

1. Une barriere presque imperméable

L’épiderme constitue une barriére quasi imperméable aussi bien de I'intérieur vers I'extérieur que

de I'extérieur vers l'intérieur. Une de ses fonctions premiéres est en effet de limiter les déperditions
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hydriques. L'importance de cette fonction est illustrée par le fait qu’'un grand bralé non pris en
charge mourra de déshydratation en quelques heures. En outre, I'épiderme empéche la pénétration
d’éléments extérieurs indésirables tels que des micro-organismes pathogenes et des substances
toxiques. Cette imperméabilité de I'épiderme est assurée par les lipides intercornéocytaires ainsi que
par les jonctions serrées de la couche granuleuse. De plus, un mélange de molécules hautement
hygroscopiques, appelé FNH et présent exclusivement dans la couche cornée, permet de retenir I'eau
au sein des cornéocytes et de capter 'humidité ambiante. L'imperméabilité de I'épiderme n’est
cependant pas totale. Une légére évaporation d’eau de la couche cornée vers |'extérieur peut étre
mesurée et est appelée « perte en eau trans-épidermique » (« transepidermal water loss » ou TEWL

en anglais) ou « perte insensible en eau » (PIE) ou encore perspiration.

2. Une barriére résistante aux stress mécaniques

La résistance de I'épiderme aux divers stress mécaniques est principalement assurée par trois
structures spécifiques des cornéocytes : I'enveloppe cornée, la matrice fibreuse intracornéocytaire
de kératines et les cornéodesmosomes. L’enveloppe cornée et la matrice fibreuse de kératines sont
tres rigides et résistantes, et les cornéodesmosomes assurent la cohésion intercellulaire. Ces trois
structures sont liées entre elles et forment ainsi une « superstructure » que I'on peut voir comme la
charpente protéique de la couche cornée. L’hydratation de la couche cornée permise par la présence
du FNH assure de plus la flexibilité de cet échafaudage.

Dans les couches inférieures, la cohésion tissulaire est assurée par les desmosomes et le
cytosquelette de kératines. Les liens étroits de ces structures avec celles de la couche cornée

permettent de répartir les contraintes mécaniques dans I’'ensemble du tissu.

3. Une barriére antioxydante

L'épiderme étant en contact direct avec l'air, il est exposé a de nombreux stress oxydatifs
exogenes provenant notamment des agents polluants, de la fumée de tabac et des irradiations
ultraviolettes. Ces derniers vont réagir avec I'oxygéne pour former des dérivés réactifs de I'oxygene
(ROS pour « reactive oxygen species » en anglais), molécules présentant un électron non apparié et
étant de ce fait chimiquement tres réactives. Au niveau cellulaire, une quantité excessive de ROS
induit un déséquilibre de la balance oxydo-réductrice et engendre des réactions d’oxydation altérant
définitivement les protéines, les lipides et I’ADN des cellules. Ceci aboutit a terme a un vieillissement
cellulaire précoce, a des réactions inflammatoires ou encore a I'apparition de cancers.

Au sein de I'épiderme, des mécanismes de lutte contre I'activité des ROS, cruciaux pour le

maintien de ’lhoméostasie épidermique, ont été caractérisés. Au sein des kératinocytes, on retrouve
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des enzymes de détoxification permettant de transformer les ROS en especes moins toxiques
(comme les superoxydes dismutases, la catalase et la peroxydase du glutathion) ainsi que des
molécules antioxydantes de faible poids moléculaire (comme le glutathion lui-méme, I'acide urique,
I'acide ascorbique (vitamine C) et I'a-tocophérol (vitamine E)) et des enzymes de réparation. De
maniére intéressante, ils sont présents en plus grande quantité dans les kératinocytes suprabasaux,
les plus exposés aux agressions oxydantes d’origine exogéne

Outre ces systemes classiques de défense contre le stress oxydatif, des composants plus
spécifiques de I'enveloppe cornée, notamment certains membres de la famille des petites protéines
riches en proline (SPRRs pour « small proline-rich proteins » en anglais), ont aussi des propriétés
antioxydantes démontrées

La couche cornée forme ainsi une premiere ligne de défense contre les ROS exogenes.

4. Une barriére photoprotectrice

La fonction de barriere photoprotectrice de I'épiderme est conférée a la fois par les mélanines,
pigments produits par les mélanocytes protégeant le noyau des kératinocytes
et par 'acide urocanique (UCA pour « urocanic acid », en anglais), un dérivé de I'histidine entrant

dans la composition du FNH et capable d’absorber les rayons ultraviolets

5. Une barriéere antimicrobienne

Les cellules épidermiques impliquées dans la fonction de barriere immunologique sont les cellules
de Langerhans et les kératinocytes. Ces derniers jouent en effet un réle
primordial dans la défense antimicrobienne. Tout d’abord, la couche cornée est imperméable aux
micro-organismes de par sa structure. Le processus de desquamation assure de plus I'élimination des
cornéocytes de surface et des éventuels micro-organismes pathogenes qui pourraient s’y étre
déposés.

En plus de cette barriere physique, I'acidité de la couche cornée (en moyenne le pH superficiel est
de 4,5) favorise le développement de la microflore naturelle, dite commensale (bactéries,
protozoaires) tout en inhibant la croissance de certains micro-organismes pathogenes (le
staphylocoque doré se multiplie mieux a pH neutre par exemple). Au niveau de la couche cornée, on
observe un gradient de pH décroissant de la profondeur vers la surface. Cette acidification est
notamment due aux acides aminés et dérivés d’acides aminés du FNH et en particulier a 'UCA

, a la sécrétion d’ions H" par des échangeurs de protons situés a I'interface entre
kératinocytes granuleux et cornéocytes , et aux acides gras libres issus de la

dégradation des phospholipides membranaires lors de la cornification . En
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paralléle, I'acide lactique présent dans la sueur et les acides gras libres sécrétés par les glandes
sébacées participent aussi a I'acidification de la surface épidermique.

Aussi, les kératinocytes produisent un grand nombre de peptides antimicrobiens, dont les deux
principales familles sont les défensines et les cathélicidines . La plupart sont
amphiphiles et interagissent avec la membrane bactérienne pour y former des pores

. Certains lipides des lamellae de la couche cornée, comme les acides gras

libres et les sphingosines, auraient également un réle antimicrobien

D. Homéostasie de I'épiderme

L’'homéostasie épidermique est assurée par un équilibre finement régulé entre la prolifération des
kératinocytes au niveau de la couche basale, leur migration vers la surface de I'épiderme en parallele
de leur différenciation et leur exfoliation via le processus de desquamation. Ainsi I'épaisseur de

I’épiderme est maintenue constante en condition physiologique normale.

1. Cellules souches, prolifération et auto-renouvellement

Les cellules souches épidermiques sont distribuées dans trois régions différentes de I'épiderme.
On les retrouve réparties de maniére éparse dans la couche basale de I'épiderme interfolliculaire, au
niveau du bulge du follicule pileux et dans la glande sébacée. Elles sont capables de s’auto-
renouveler indéfiniment. En cas de blessure, elles jouent un réle essentiel dans la réparation
tissulaire. Seules les cellules souches du bulge du follicule pileux semblent étre multipotentes, c’est-
a-dire qu’elles sont capables de générer les différents lignages cellulaires qui constituent I'épiderme,
le follicule pileux et la glande sébacée.

Le renouvellement continu de I'épiderme est assuré par une sous-population de kératinocytes
basaux au fort potentiel prolifératif. Deux modeles de renouvellement de I'épiderme ont été
proposés : le modele hiérarchique et le modele stochastique . Le modeéle
hiérarchique, suggéré par Potten en 1974 et admis pendant longtemps, est basé sur I'existence
d’unités de prolifération épidermique. Dans ce modele, une cellule souche épidermique se divise
rarement et de maniére asymétrique, donnant naissance a une cellule souche fille et a une cellule
d’amplification transitoire. Cette derniére est capable de se diviser rapidement mais un nombre
limité de fois (< 15 cycles) avant de s’engager dans le processus de différenciation épidermique. Ceci
aboutit a une organisation en colonne verticale des cellules dérivant d’'une méme cellule souche

. Dans le modele stochastique proposé par Clayton et al. en 2007, les cellules souches

n’interviennent pas dans le renouvellement en condition physiologique normale. Des cellules
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progénitrices engagées dans un programme de prolifération illimité sont responsables a elles seules
du renouvellement des kératinocytes. Chacune se divise fréquemment, essentiellement de maniere
asymétrique, donnant naissance a une cellule progénitrice qui reste dans la couche basale et une
cellule post-mitotique qui passe dans le compartiment supra-basal et entame le processus de
différenciation (84% des divisions). De maniere plus marginale, des divisions symétriques ont lieu
générant deux cellules progénitrices (8% des divisions) ou deux cellules post-mitotiques (8% des
divisions) . De récents travaux, dans lesquels les cellules souches épidermiques
de souris ont été marquées de maniére individuelle afin de suivre leurs dynamiques de division sur le
long terme, sont en accord avec le modele stochastique alors
que les résultats d’'une autre étude soutiennent I'existence d’'un modeéle hiérarchique

. Il est possible que les contradictions entre ces différentes études puissent provenir des
méthodes utilisées pour marquer les cellules mais aussi du fait que ces expériences n’ont pas été
menées sur les mémes régions anatomiques (oreille, queue et patte selon les cas). Ainsi, les
mécanismes permettant I'auto-renouvellement de I'épiderme sont trés complexes et ne sont pas

encore complétement compris.

Figure 10 : Représentation schématique des deux modeles de renouvellement de I'épiderme. (A) Modele
hiérarchique basé sur la présence d’unités de prolifération épidermique composées des cellules issues de la
division d’'une méme cellule souche. Une cellule souche (SC) se divise et génére une nouvelle cellule souche et
une cellule d’amplification transitoire (CAT) au potentiel prolifératif rapide mais limité (15 cycles de division
maximum) pour finalement donner des cellules post-mitotiques qui s’engagent dans le processus de
différenciation. (B) Modeéle stochastique dans lequel les cellules souches n’interviennent pas en condition
physiologique normale. Des cellules progénitrices engagées (CPE) au potentiel prolifératif non limité se divisent
en mode symétrique ou asymétrique, générant deux CPE (8% des divisions), une CPE et une CPM (84%), ou
deux CPM (8%).
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2. Larégulation de la différenciation

La différenciation épidermique est un processus extrémement régulé qui implique I’expression et
la répression séquentielles et coordonnées de genes spécifiques, impliqués soit dans la prolifération
soit dans la différenciation. Cette régulation se fait notamment par le biais de nombreux facteurs de
transcription. En outre, le calcium et la vitamine D jouent aussi un réle majeur dans la régulation de

la différenciation et ceci de fagon synergique.

a. Le complexe de différenciation épidermique

Plus de 60 geénes codant des protéines impliquées dans la cornification sont réunis au sein d’un
méme cluster d’environ 1,6 Mb : le locus en position 1921 appelé « Complexe de Différenciation
Epidermique » (EDC pour « epidermal differentiation complex » en anglais)

. On y retrouve les génes codant les membres des familles des « S100
fused-type proteins » (SFTPs) (dont la FLG et la TCHH font partie;

), des « late cornified envelope » (LCEs), des « small proline rich proteins » (SPRP) et
des protéines S100. Les genes codant la loricrine et I'involucrine, deux composants majeurs de
I’enveloppe cornée se trouvent aussi dans ce cluster . Le regroupement de
ces genes au sein d’un méme locus et leur expression coordonnée lors du développement
embryonnaire et de la différenciation épidermique suggerent I'existence de mécanismes de
régulation communs qui commencent a étre décryptés. Cependant, les génes d’autres protéines
jouant un role tout aussi essentiel dans la cornification ne se trouvent pas en 1g21, comme par

exemple la cornéodesmosine, les transglutaminases (TGases) ou les génes PADIs codant les PADs.

Figure 11 : Représentation schématique du complexe de différenciation épidermique humain.
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b. Facteurs de transcription

De nombreux facteurs de transcription impliqués dans la régulation des génes de la
différenciation épidermique ont été identifiés . Certains de ces
facteurs sont ubiquistes alors que d’autres ont une expression restreinte a I'épiderme. Ainsi, la
combinaison de ces différents facteurs semble déterminer, de maniére coordonnée, la spécificité
d’expression des différents genes lors de la différenciation. Seuls quelques exemples de ces facteurs
seront donnés ici.

On retrouve notamment des facteurs du complexe ubiquitaire AP-1 dont les principaux membres
sont les protéines des familles Fos (c-Fos, Fra-1, Fra-2, FosB) et Jun (c-Jun, JunB, JunD). Les protéines
Fos et Jun s’associent sous forme d'homodiméres et/ou d'hétérodimeéres et se lient a I'ADN au niveau
des sites de liaison AP-1 présents au sein du promoteur ou dans des régions activatrices des genes
cibles pour induire leur transcription. Dans I'épiderme, I'expression et la combinaison de ces
multiples facteurs de transcription varient selon les couches cellulaires . Les protéines AP-
1 ont notamment été impliquées dans I'activation de la transcription des génes codant I'involucrine,
la loricrine, la FLG, la TGase 1 ou encore les PADs 1-3

De plus, de récents travaux ont mis en évidence I'existence d’une région activatrice appelée
« enhancer-923 » (car présente approximativement a 923 kb du site d’initiation de la transcription du
géne S100A10 situé a I'extrémité 5’ de 'EDC) qui contrdlerait I'activation transcriptionnelle de genes
de I'EDC en formant de multiples interactions avec leur promoteur via la fixation de facteurs de

transcription AP-1 notamment

Figure 12 : Expression des facteurs de transcription AP-1 dans I’épiderme. Estimation semi-quantitative de
I'intensité de fluorescence obtenue par immunofluorescence indirecte avec des anticorps spécifiques des
différents facteurs de transcription sur coupe d’épiderme humain.

19



INTRODUCTION — Chapitre | : L’épiderme, une barriere multifonctionnelle

Aussi, différentes études ont mis en évidence le role majeur du facteur de transcription p63 dans
le controle de la prolifération et de la différenciation épidermiques. La protéine p63 est un membre
de la famille p53 dont I'expression est restreinte aux épithéliums stratifiés. Ce facteur de
transcription apparait comme un régulateur essentiel de la balance prolifération/différenciation des
kératinocytes. En effet, il est fortement exprimé au niveau de la couche basale et participe au
maintien des cellules dans un état prolifératif, notamment via la régulation positive de I'expression
du facteur de transcription MYC. D’autre part, p63 inhiberait la différenciation (de maniere directe
ou indirecte) via l'inhibition de I’expression de plusieurs genes impliqués dans I'adhésion cellulaire et
contribuerait ainsi a la mise en place du processus de différenciation kératinocytaire

. Enfin, une étude récente a mis en évidence le réle de p63 et d’'une de ces cibles (le facteur de
transcription Brtl) dans la relocalisation du locus de I'EDC de la périphérie vers I'intérieur du noyau
durant la morphogenese de |'épiderme. Cette relocalisation chromatinienne du locus étant requise
pour I'activation des genes de I'EDC , p63 semble donc jouer aussi un réle

majeur dans la régulation de I'EDC.

c. Le calcium

Dans I'épiderme, un gradient de calcium existe : la concentration calcique est faible au niveau de
la couche basale, elle augmente progressivement au niveau des couches épineuse et granuleuse, puis
diminue au niveau de la couche cornée . Ce gradient joue un role essentiel dans
le contréle de la différenciation épidermique. De nombreuses études menées in vitro ont permis de
démontrer le role primordial du calcium extracellulaire dans la régulation de la différenciation. En
effet, des kératinocytes cultivés dans un milieu pauvre en calcium (<0,07 mM) présentent un
phénotype de cellules basales avec une importante capacité de prolifération. L’augmentation de la
concentration calcique (>1,5 mM in vitro) permet a elle seule d’initier le processus de différenciation.
Ceci se traduit notamment par la mise en place des desmosomes engendrant |'apparition de
nombreux contacts cellulaires, suivie par I'apparition de I‘enveloppe cornée quelques jours apreés le
début de la stimulation calcique

L'augmentation de la concentration en calcium induit la transcription de nombreux génes
impliqués dans la cornification dont par exemple ceux de la FLG, I'involucrine, la loricrine et les PADs
1 a 3. Ceci se fait soit de maniére directe par fixation du calcium au niveau d’éléments de réponse au
calcium (CaRE) du promoteur de certains de ces génes, soit de maniere indirecte via I'activation de
facteurs de transcription AP-1.

Selon le modéle proposé par Bikle et al., une augmentation du calcium extracellulaire induit une

augmentation du calcium intracellulaire selon le mécanisme suivant: la fixation du calcium
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extracellulaire a des récepteurs transmembranaires présents a la surface des kératinocytes (CaR)
induit I'activation de la voie des phospholipases C qui hydrolysent alors le phosphatidylinositol-4,5-
diphosphate (PIP2) pour générer de l'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG).
L’'IP3 active la libération des stocks de calcium depuis le réticulum endoplasmique et I'appareil de
Golgi, augmentant ainsi la concentration en calcium intracellulaire. Ceci a pour effet d’ouvrir des
canaux calciques membranaires générant un influx calcique supplémentaire et augmentant encore
davantage la concentration calcique dans la cellule. Le DAG ainsi que le calcium vont ensuite
conduire via l'activation de la protéine kinase C (PKC) a la phosphorylation et a la translocation au
noyau des facteurs de transcription de la famille AP-1 capables de se fixer aux régions promotrices de
certains génes de la différenciation et activant ainsi leur expression. En outre, le calcium
intracellulaire active directement la transcription de certains génes de la différenciation dont le
promoteur contient un CaRE

De plus, certaines protéines impliquées dans le processus de cornification présentent elles-
mémes des sites de fixation du calcium, comme par exemple les protéines S100 et SFTPs ainsi que les
TGases et les PADs . Le calcium régule ainsi leur fonction de maniéere directe.
Par ailleurs, il a aussi été démontré que la concentration en calcium régule la sécrétion des corps

lamellaires

Figure 13: Régulation de la différenciation épidermique par synergie entre calcium et vitamine D3. La fixation
du Ca2" extracellulaire sur le récepteur calcique (CaR) active la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse alors le
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3). LIP3 et le DAG
vont permettre d’augmenter la concentration calcique intracellulaire via le réticulum endoplasmique et
d’activer la protéine kinase C (PKC), entrainant I'activation de la transcription de genes de la différenciation
épidermique qui contiennent un élément de réponse au calcium (CaRE) dans leur(s) promoteur ou région(s)
régulatrice(s). La vitamine D3 (1,25-(0OH)2-D3) potentialise I'action du calcium en augmentant I'expression du
CaR, en activant la PKC, et en activant la transcription de génes possédant un élément de réponse a la vitamine
D (VDRE) dans leur(s) promoteur ou région(s) régulatrice(s).
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d. Lavitamine D

L’épiderme est la principale source de vitamine D3 (ou cholécalciférol) de I'organisme. En
effet, la biosynthese de la vitamine D est initiée dans I’épiderme ou les rayons ultraviolets réagissent
avec le 7-déhydrocholestérol, un dérivé du cholestérol présent au niveau de la membrane des
kératinocytes, pour produire la pré-vitamine D3. Elle est ensuite principalement métabolisée au
niveau du foie en 25-hydroxyvitamine D3, qui est a son tour transformée, au niveau des reins, en
1,25-dihydroxyvitamine D3, correspondant a la forme biologiquement active de la vitamine D3. La
vitamine D3 diffuse alors dans I'ensemble de I'organisme. Cependant, dans les kératinocytes, la pré-
vitamine D3 peut étre directement métabolisée en 25-hydroxyvitamine D3 puis en 1,25-
dihydroxyvitamine D3 . La vitamine D3 active se lie alors a son récepteur nucléaire
appelé VDR (« vitamin D receptor ») qui s’associe a son tour aux récepteurs X des rétinoides (RXR). Ce
complexe se fixe alors au niveau d’éléments de réponse a la vitamine D (VDRE) situés dans les
régions promotrices des genes cibles, ce qui module leur transcription. La vitamine D3 agit ainsi sur la
transcription de nombreux genes de la différenciation épidermique tels que ceux codant
I'involucrine, les PADs 1, 2 et 3 ou encore de nombreuses kallikréines (KLKs ;

). Outre ce mode d’action transcriptionnelle, la vitamine D3 peut également agir sur
des voies de signalisation communes a celles du calcium. Elle peut notamment stimuler |’expression

des récepteurs calciques CaR ainsi que I'expression de nombreuses phospholipases C

3. Lladesquamation

En moyenne, un millier de cornéocytes par cm? se détachent de la surface de I'épiderme chaque
heure par le processus de desquamation. Ce processus correspond a la dégradation progressive des
composants extracellulaires des cornéodesmosomes par clivage protéolytique lors de la migration
des cornéocytes vers la surface de I'’épiderme. Les cornéocytes sont alors de moins en moins cohésifs
(stratum disjunctum) et finissent par se décrocher du tissu.

De nombreuses protéases sont impliquées dans le processus de desquamation . Les
mieux caractérisées sont les KLKs, une famille de protéases a sérine composée de 15 membres chez
I’'homme. Dans I'épiderme, au moins 9 KLKs (KLK1, KLK5-8, KLK10, KLK11, KLK13 et KLK14) sont
retrouvées au niveau des couches granuleuse et cornée, parmi lesquelles la KLK5 (aussi appelée SCTE
pour « stratum corneum tryptic enzyme »), la KLK7 (ou SCCE pour « stratum corneum chymotryptic
enzyme), la KLK14 et la KLK8 sont les seules a avoir été détectées sous forme active a ce jour

. Les KLKs sont sécrétées par les corps lamellaires dans I'espace

intercellulaire a la transition entre couche granuleuse et couche cornée, sous forme de zymogénes
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inactifs. Elles sont ensuite activées par clivage de leur domaine amino-terminal par une enzyme de
type trypsique. La KLK5 est capable de s’auto-activer et d’activer d’autres KLKs, notamment les KLK7
et KLK14. On parle de cascade d’activation des KLKs. La KLK5 serait responsable de l'initiation de
celle-ci. Une fois activées, ces 3 protéases pourraient ainsi dégrader les différents constituants
extracellulaires des cornéodesmosomes, a savoir la cornéodesmosine (CDSN), la desmogléine 1 et la
desmocolline 1 comme cela a été démontré in vitro

Concernant la KLK8, il semble qu’elle ne joue pas de role dans la desquamation en condition normale

puisque les souris invalidées pour son gene ne présentent aucun phénotype épidermique notable

Outre le clivage de la proforme nécessaire a I'activation des KLKs, I'activité de ces protéases est
régulée par la présence d’inhibiteurs spécifiques afin de prévenir une desquamation prématurée.
L'un des mieux décrits est LEKTI (« lymphoepithelial kazal-type-related inhibitor »), un inhibiteur
codé par le géne SPINK5 dont des mutations engendrent chez ’'homme une génodermatose sévere
appelée syndrome de Netherton (OMIM #256500; ). D’un point de vue
biochimique, il a été montré in vitro que I'interaction entre LEKTI et les KLKs, notamment les KLK5 et
7, est régulée par le pH. Ainsi, 'acidification physiologique de la couche cornée de la profondeur vers
la surface permettrait la dissociation progressive de ces complexes, les KLKs n’étant finalement
actives que dans les couches les plus superficielles de I'épiderme ou le pH, plus faible, est optimal

. A contrario, une autre étude menée chez la souris montre qu’une
augmentation du pH superficiel (par applications topiques de deux solutions basiques différentes,
contenant du 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-éne ou du 1,1,3,3-Tetramethylguanidine) engendrerait

une augmentation anormale de la desquamation via une activation des protéases a sérine

Figure 14 : Modeéle du processus de desquamation. Les enzymes de la desquamation, leurs inhibiteurs et la
cornéodesmosine sont transportés dans des corps lamellaires distincts afin de protéger la cornéodesmosine
d’une dégradation trop précoce. Une fois sécrétées dans |’espace intercornéocytaire, les enzymes sont, dans un
premier temps, inactivées par la présence de leur inhibiteur afin de prévenir une desquamation prématurée.
Dans la partie la plus superficielle de I'épiderme, les inhibiteurs se dissocient des enzymes du fait de la
diminution du pH et attaquent alors les composants des cornéodesmosomes (cornéodesmosine, desmogléine
1, desmocolline 1).
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Le pH semble donc réguler de maniére complexe I'activité des enzymes de la
desquamation.

Par ailleurs, les protéases et leurs substrats sont pris en charge séparément par des corps
lamellaires distincts, ce qui permet de protéger les composants cornéodesmosomaux d’une
dégradation prématurée pendant leur transport . Enfin, il a été
proposé que la présence de jonctions serrées dans la partie profonde de la couche cornée, réparties
de part et d’autre des cornéodesmosomes de surface, serait un mécanisme supplémentaire pour
protéger ces derniers d’une protéolyse précoce

D’autres protéases et inhibiteurs de protéases interviennent aussi dans le processus de
desquamation, comme par exemple la cathepsine L2 (ou cathepsine-V), une protéase a cystéine, et la
cystatine M/E, un inhibiteur de protéases a cystéine

La desquamation est donc un processus protéolytique complexe régulé de maniere spatio-
temporelle, dans lequel une cascade d’activation de protéases et de nombreux inhibiteurs

spécifiques interviennent.

E. La cornification : étape ultime de la différenciation épidermique

Derniere étape de la différenciation épidermique, la cornification est un processus de mort
cellulaire programmée unique a but fonctionnel. Elle correspond a la transformation des
kératinocytes granuleux en cornéocytes, kératinocytes considérés comme morts, puisqu’ils ne
présentent plus d’activité transcriptionnelle, mais néanmoins indispensables. La cornification se
traduit par la dégradation de I’ADN, la disparition du noyau et la lyse des autres organelles, ainsi que
par des modifications morphologiques et biochimiques trés spécifiques. Le réseau de filaments de
kératines s’agréege pour former une matrice fibreuse dense remplagant le cytoplasme,
simultanément les kératinocytes s’aplatissent. Les espaces extracellulaires se remplissent de lipides
organisés en lamelles. La membrane plasmique est remplacée par I'enveloppe cornée, une coque
lipido-protéique tres résistante et insoluble. Et les desmosomes se transforment en
cornéodesmosomes. Enfin, la production des acides aminés du FNH au sein des cornéocytes les plus

superficiels constitue une des étapes ultimes de la cornification.

1. Formation de la matrice fibreuse intracornéocytaire de kératines
a. Les kératines de I'épiderme

Les kératines sont les composants des filaments intermédiaires des cellules épithéliales. Ce sont

les protéines structurales principales de I'épiderme. On distingue deux types de kératines: les
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kératines de type | qui sont acides, nommées kératines 9 a 28 dans les épithéliums, et les kératines
de type Il qui sont basiques a neutres, nommeées kératines 1 a 8 et 71 a 80 dans les épithéliums

. Chez I'homme, les génes des kératines de type | sont regroupés au niveau du locus
17921.2 et ceux des kératines de type Il au niveau du locus 12q13.3, a I'exception du gene de la
kératine 18 (type 1) qui est situé dans le locus 12q13.3 . Elles présentent
toutes la méme organisation structurale avec un domaine central en hélice- « d’environ 310 acides

aminés, flanqué de deux domaines globulaires non hélicoidaux de taille et composition tres variables

Les filaments intermédiaires sont générés par la polymérisation spontanée de kératines de type |
et Il. Une kératine acide et une kératine basique s’assemblent tout d’abord par enroulement de leurs
domaines centraux pour former un hétérodimere. Les hétérodiméres s’associent alors de maniere
antiparallele pour former des tétraméres qui se lient les uns aux autres par leurs extrémités
permettant la formation et I'élongation d’un protofilament. L’association latérale de 8 protofilaments
puis leur compaction donnent finalement naissance aux filaments intermédiaires de kératines

. Les filaments intermédiaires forment ainsi un vaste réseau qui
s’étend dans tout le cytoplasme des cellules depuis la membrane nucléaire jusqu’a la membrane

plasmique au niveau de laquelle ils sont liés aux protéines desmosomales.

Figure 15 : Kératines de type | et Il et leur assemblage en filaments intermédiaires. (A) Structures des
kératines de type | et Il. (B) Mécanisme d’assemblage des kératines aboutissant a la formation des filaments
intermédiaires.
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Dans I'épiderme, les kératinocytes expriment différentes kératines en fonction de leur état de
différenciation et du territoire anatomique . Les kératines majoritaires de I'épiderme sont
K5 et K14 dans les cellules non différenciées de la couche basale qui sont remplacées par K1 et K10
dans les cellules des couches suprabasales. L'expression de kératines additionnelles vient ensuite en
complément de celles-ci. Dans les couches basales, la kératine K15 est notamment exprimée et a été
décrite comme un marqueur des cellules souches mais ceci reste controversé .On
retrouve aussi la kératine 78 exprimée dans la couche basale et les premiéres assises épineuses

alors que les kératines 2 et 80 sont exprimées a partir des derniers
kératinocytes épineux . La kératine 23 est aussi retrouvée
dans les assises suprabasales . La kératine 9 est quant a elle spécifique des
kératinocytes suprabasaux de I'épiderme palmo-plantaire. Enfin I'expression des kératines 6, 16 et 17
est induite dans les kératinocytes possédant un taux de prolifération élevé, comme c’est le cas dans
I’épiderme palmo-plantaire, ou lorsque I'épiderme est soumis a des lésions comme lors d’une

inflammation, de la cicatrisation ou apres irradiation par des rayonnements ultraviolets

Tableau 1 : Distribution des kératines dans I'épiderme

. Kératine de type | Kératine de type Il
Epid . .
prderme (acide) (basique)
Kératinocytes basaux K14, K15 K5, K78
LS Kératinocytes
plantaire y K10, K23 K1, K2, K80
suprabasaux
Kératinocytes basaux K14 K5, K78
Palmo-plantaire Kératinocytes K9, K10, K16, K17 K1, K2, K80, K6a,
suprabasaux Kéb
Hyperprolifératif K16, K17 K6a, Kb

b. Formation de la matrice fibreuse

Au cours de la cornification, le réseau de filaments intermédiaires est remanié pour former la
matrice fibreuse dense intracornéocytaire. Les filaments de kératines s’agrégent et s’ordonnent
parallelement a la surface, ce qui serait a l'origine de I'aplatissement des cornéocytes. Cette
agrégation est favorisée par l'interaction de la FLG avec les filaments intermédiaires (filaggrine pour
filament aggregating protein ; ). De plus, les kératines subissent un certain nombre de
modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation et la désimination

, qui jouent probablement un réle important dans la réorganisation des filaments
intermédiaires lors de la différenciation épidermique. La matrice, déja liée aux (cornéo)desmosomes,
est finalement fixée a I'’enveloppe cornée sous I'action des TGases formant ainsi une structure stable

indispensable a la résistance de la couche cornée.
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2. Formation de I'enveloppe cornée

La transformation de la membrane plasmique en enveloppe cornée est une étape majeure de la
cornification et joue un role primordial dans la résistance mécanique de I'épiderme. L'enveloppe
cornée (ou enveloppe cornifiée) est composée d’une part d’une structure protéique hautement
rigide et insoluble, résistante aux détergents et aux agents dénaturants et réducteurs, et d’autre part
d’une structure lipidique extracellulaire constituée d’une monocouche de céramides qui sert
d’ancrage aux lipides intercornéocytaires. La résistance de cet échafaudage est due a I'assemblage

progressif et covalent de précurseurs protéiques et lipidiques grace a I'action des TGases.

a. Les composants protéiques de I’enveloppe cornée

L’enveloppe cornée est constituée d’une grande variété de protéines différentes. La composition
de I'enveloppe cornée varie en fonction des régions anatomiques et détermine les propriétés
mécaniques de I'enveloppe. La plupart des composants de I'enveloppe cornée sont des protéines
dont les génes appartiennent a I'EDC . Les deux protéines majeures sont
I'involucrine et la loricrine, mais on retrouve aussi en quantité importante I'envoplakine, la
périplakine et des protéines de la famille des SPRRs et des LCEs, ainsi que de nombreuses autres
protéines telles que la répétine, I’'hornerine, la FLG et certaines protéines S100.

La loricrine est exprimée plus tardivement que I'involucrine, uniquement au niveau de la couche
granuleuse. C'est la protéine largement majoritaire de I'enveloppe cornée de I'épiderme
interfolliculaire puisqu’elle constitue environ 80% de sa masse protéique. La loricrine présente la
particularité d’étre tres riche en glycine et sérine (respectivement 47% et 23%). Des acides aminés
aromatiques ou aliphatiques (notamment des résidus phénylalanine, tyrosine, isoleucine et valine)
sont dispersés au sein de ces régions riches en glycine et sérine et interagissent entre eux pour
former de larges boucles. Cette conformation atypique confererait a la loricrine une grande
flexibilité. De plus, ces boucles sont séparées par des régions riches en glutamine et lysine,
constituant probablement les sites de liaison aux autres protéines de I'enveloppe cornée par I'action
des TGases

L'involucrine est une protéine de 585 acides aminés constituée de la répétition en tandem de
courtes séquences (39 répétitions de 10 acides aminés). Elle est exprimée précocement dans le
cytoplasme des cellules différenciées, a partir de la moitié de la couche épineuse. Au niveau de la
couche granuleuse, elle est relocalisée a la périphérie des cellules avant d’étre incorporée a
I’enveloppe cornée. Elle représente environ 5 % de sa masse.

L'envoplakine et la périplakine appartiennent a la famille des plakines et sont a ce titre des

composants de la plague desmosomale. L’envoplakine est principalement exprimée dans les
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kératinocytes les plus différenciés alors que la périplakine est détectée dans tout I'épiderme. Ces
deux plakines permettent I'ancrage des filaments intermédiaires de kératines aux desmosomes et

sont incorporées a I'enveloppe cornée précocement lors de sa formation

b. Les transglutaminases épidermiques

Chez 'homme, la famille des TGases (EC 2.3.2.13) est composée de neuf membres. Ce sont des
enzymes aux multiples fonctions . Dans I'épiderme, au moins quatre
TGases sont exprimées : les TGases 1, 2, 3 et 5. Alors que les TGases 1, 3 et 5 ont été impliquées dans
la formation de I'enveloppe cornée, aucune donnée ne permet de démontrer que la TGase 2
participe a ce processus. Les TGases 1, 3 et 5 sont toutes les trois synthétisées sous forme de pro-
enzymes et sont activées par clivage protéolytique. Leur expression est induite par une augmentation
de la concentration en calcium intracellulaire. De plus, les TGases possédant des sites de fixation du
calcium, leur activité est elle-méme dépendante du calcium. La TGase 1 est exprimée dans les
couches épineuse et granuleuse et est ancrée a la face cytosolique de la membrane plasmique. De
par sa localisation sous-membranaire, elle joue un role primordial dans I'assemblage des composants
de I'enveloppe cornée. Les TGases 3 et 5 sont elles aussi synthétisées dans les couches épineuse et
granuleuse et sont cytosoliques . La TGase 3 permet d’oligomériser des
précurseurs protéiques qui seront ensuite liés entre eux par la TGase 1 membranaire. La TGase 5
peut former des liaisons avec de nombreux précurseurs protéiques et pourrait également jouer un
role dans les stades précoces de formation de I'enveloppe cornée au niveau des plaques

desmosomales.

Figure 16 : Réactions de transamidation et d’estérification catalysées par les transglutaminases. (A) Les
TGases catalysent la formation de liaison covalente e-(y-glutamyl)-lysine entre un résidu lysine (donneur
d’amine) et un résidu glutamine (accepteur d’amine) par transamidation. (B) Les TGases catalysent aussi la
formation de liaison covalente entre un résidu glutamine d’une protéine et le groupement OH d’un céramide
par transestérification.
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Les TGases catalysent la formation de liaisons covalentes par transamidation entre un résidu
glutamine et un résidu lysine des protéines précurseurs de I'enveloppe cornée . Ces
liaisons peuvent étre intra- ou interchaines. La TGase 1 est de plus capable de catalyser une réaction
de transestérification entre un résidu glutamine d’une protéine et le groupement hydroxyl- d’un

céramide

c. Les étapes de la formation de I'enveloppe cornée

L'assemblage de I'enveloppe cornée est un processus séquentiel initié par 'augmentation de la
concentration en calcium intracellulaire. Elle induit I'expression génique des précurseurs de
I’enveloppe cornée et des TGases ainsi que I'activation de ces dernieres. Selon le modele proposé par
Candi et al., la formation de I'enveloppe cornée se déroule en trois étapes : initiation, formation de

I’enveloppe lipidique et renforcement

Figure 17 : Les trois étapes de la formation de I’enveloppe cornée : initiation de I'échafaudage protéique,
formation de I’enveloppe lipidique et renforcement.
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Initiation : Dans les kératinocytes épineux, I'envoplakine et la périplakine s’associent en
hétérodimeéres stables sous I'action de la TGase 5 et s’accumulent au niveau de la face interne de la
membrane plasmique. A ce niveau, la TGase 1 sous-membranaire forme des liaisons covalentes entre
involucrine et envoplakine, ce qui initie la formation d’un échafaudage protéique trés rigide qui
s’étend sur toute la longueur de la membrane plasmique et s’ancre aux plaques desmosomales.

Formation de I'’enveloppe lipidique : Dans un second temps, I'enveloppe lipidique se met en place.

A la transition entre couches granuleuse et cornée, les corps lamellaires déversent leur contenu dans
I’espace intercornéocytaire, et notamment les précurseurs lipidiques de I'enveloppe cornée. Les
phopholipides de la membrane plasmique sont alors remplacés par des w-hydroxy-céramides qui
sont liés a l'involucrine par la TGase 1.

Renforcement : En paralléle de la mise en place de I'enveloppe lipidique, la structure protéique
intracellulaire de I'enveloppe cornée est renforcée par I'ajout d’autres protéines. De nombreuses
molécules de loricrine sont liées entre elles et a d’autres protéines comme les SPRRs via I'activité de
la TGase 3 cytoplasmique, puis sont transférées a la périphérie de la cellule ou elles sont liées a
I’échafaudage initial par la TGase 1. La loricrine est supposée, de par sa structure particuliere,
conférer a I'enveloppe cornée une certaine flexibilité. D’autres protéines sont encore incorporées a

cette enveloppe telles que les protéines LCE, les kératines, la FLG et des protéines S100.

3. Mise en place des lipides intercornéocytaires

L'espace intercornéocytaire se remplit de lipides au cours de la cornification. Ces lipides sont
organisés en feuillets et représentent prés de 15% du poids sec de la couche cornée. Ills forment une

barriere hydrophobe essentielle limitant la perte d’eau de |'organisme

a. Composition et origine des lipides intercornéocytaires

La composition en lipides de la couche cornée est tres différente de celle que I'on retrouve dans
les membranes biologiques. Elle est tres pauvre en phospholipides et est principalement constituée
de céramides (50% de la masse), de cholestérol (25%) et d’acides gras libres (10-20%)

. On retrouve également d’autres especes lipidiques en faible quantité (moins de 5%)
dont la plus importante est le sulfate de cholestérol. Les lipides de la couche cornée sont
majoritairement produits par les kératinocytes. Des précurseurs lipidiques sont synthétisés au niveau
de la couche granuleuse puis déversés dans les espaces intercornéocytaires par les corps lamellaires,

en paralléle de lipases nécessaires a leur maturation . On peut noter que les glandes
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sébacées constituent également une source de lipides puisque le sébum est constitué de 60% de
triglycérides et 30% de cires dont 10 a 15% de squaléenes.

Les céramides : Une grande diversité de céramides entre dans la composition lipidique de la
couche cornée. lls représentent a eux seuls environ la moitié des lipides intercornéocytaires. Les
céramides sont constitués d’une base sphingoide liée a un acide gras par une liaison amide. Douze
sous-classes de céramides ont été retrouvées dans la couche cornée, différant les unes des autres
par la nature de la base sphingoide et par la nature et la longueur de la chaine hydrocarbonée. La
voie principale de synthése des céramides repose sur le catabolisme de précurseurs lipidiques
véhiculés par les corps lamellaires. En effet, les glucosylcéramides et les sphingomyélines sont
respectivement dégradés par la B-glucocérébrosidase et la sphingomyélinase au sein de I'espace
intercornéocytaire. Une deuxieme voie correspond a une synthese de novo a partir de la
condensation de sérine et de palmitoyl-CoA faisant intervenir plusieurs enzymes.

Le cholestérol : Le cholestérol est synthétisé dans les couches profondes de I'épiderme. Toutefois,
une petite proportion est issue de la réabsorption par les kératinocytes basaux a partir de la
circulation sanguine. Au sein de la couche granuleuse, une partie du cholestérol est pris en charge
par les corps lamellaires et le reste est converti en sulfate de cholestérol par la sulfotransférase. Le
caractére hydrophobe du sulfate de cholestérol lui permet de franchir la membrane plasmique pour
rejoindre I'espace intercornéocytaire ou il est a nouveau converti en cholestérol sous I'action de la
stéroide sulfatase. En outre, la sulfatase des stéroides et le sulfate de cholestérol pourrait jouer un
role dans la régulation de la desquamation puisque ce dernier est un inhibiteur des protéases a
sérine.

Les acides gras : La couche cornée contient une trentaine d’acides gras libres différents. Ceux-ci
présentent de longues chaines carbonées (C12 a C24) et sont majoritairement saturés, mais on
trouve aussi des acides gras mono-insaturés, poly-saturés et hydroxylés. Les acides gras libres
principaux sont : I'acide palmitique (C16:0), 'acide stéarique (C18:0), I'acide oléique (C18:1w9),
I'acide béhénique (C22:0) et I'acide lignocérique (C24:0). Ces acides gras libres proviennent quasi-
exclusivement d’une synthése de novo ayant lieu dans I'espace intercornéocytaire via I’hydrolyse des

glycérophospholipides par des phospholipases A,.

b. Organisation des lamellae lipidiques

Dans les années 90, des analyses par microscopie électronique a transmission ont permis de
mettre en évidence I'organisation des lipides intercornéocytaires en lamellae, apparaissant comme
une alternance de bandes transparentes et denses aux électrons, paralleles a la surface des

cornéocytes . Les lipides forment ainsi de multiples couches superposées les unes aux
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autres. lls sont disposés perpendiculairement a la surface des cornéocytes et paralleles les uns aux
autres. Les bandes denses aux électrons correspondent a l'alignement des tétes polaires des
céramides et des groupements hydroxyles des acides gras et du cholestérol. Les bandes claires
correspondent aux chaines hydrocarbonées apolaires de ces lipides, alignées et positionnées en vis-
a-vis. Des expériences in vitro ont démontré que la composition lipidique spécifique de la couche
cornée permet a elle seule cet arrangement particulier des lipides en lamellae

Finalement, la microscopie électronique a également permis de visualiser que les lipides s’organisent
en feuillets des leur présence dans les corps lamellaires . Apres leur sécrétion dans
I’espace intercornéocytaire, ces feuillets fusionneraient bout a bout afin de former les lamellae

lipidiques.

Figure 18 : Mécanisme de synthése des lipides constituant les lamellae lipidiques intercornéocytaires. Voir le
texte pour détails.
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4. Transformation des desmosomes en cornéodesmosomes

Les desmosomes sont présents dans toutes les couches de I'épiderme et sont soumis a un certain
nombre de modifications au cours de la différenciation épidermique. A mesure que les kératinocytes
migrent vers la surface, le nombre de desmosomes augmente tandis que leur taille diminue

. Au cours de la cornification, les desmosomes subissent d’importants
réarrangements structuraux et prennent alors le nom de cornéodesmosomes
Desmosomes et cornéodesmosomes jouent un role important dans la résistance de I'épiderme en
assurant la cohésion des kératinocytes vivants et des cornéocytes.

Du point de vue ultrastructural, les desmosomes sont constitués d’un coeur extracellulaire
encadré par deux plaques symétriques présentes chacune sur la face interne de la membrane
plasmique de deux cellules adjacentes. Le cceur desmosomal est composé de la partie extracellulaire
des cadhérines desmosomales, glycoprotéines transmembranaires dépendantes du calcium divisées
en 2 sous-familles : les desmocollines et les desmogléines. Les desmocollines et desmogléines de
deux cellules voisines s’associeraient entre elles de fagcon homophile via leur domaine amino-
terminal extracellulaire. Via leur domaine carboxy-terminal intracellulaire, les cadhérines

interagissent avec les protéines de la plaque desmosomale, dont la desmoplakine, la périplakine,

Figure 19 : La transformation des desmosomes en cornéodesmosomes. Lors de la cornification, la plaque
desmosomale cytoplasmique est incorporée a I'enveloppe cornée et la cornéodesmosine vient densifier le
cceur extracellulaire. Schéma original de C. Vincent et M. Reynier.
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I’envoplakine ainsi que la plakoglobine et les plakophilines (protéines a domaine armadillo). Ces
dernieres sont elles-mémes associées aux filaments intermédiaires de kératines par leur extrémité
carboxy-terminale. L'expression des différentes isoformes de protéines desmosomales varie au cours
de la différenciation épidermique.

A la transition entre couche granuleuse et couche cornée, la plaque desmosomale s’incorpore a
I’enveloppe cornée et le cceur extracellulaire se densifie. Ceci s"accompagne de l'intégration d’une
protéine supplémentaire : la CDSN. Cette protéine est exprimée au sein des kératinocytes granuleux
ou elle est stockée dans les corps lamellaires. Lors de la sécrétion de ces vésicules, la CDSN s’intégre
au niveau de la partie extracellulaire des desmosomes. La CDSN est la seule protéine identifiée a ce

jour comme étant spécifique des cornéodesmosomes. Elle renforce la cohésion intercornéocytaire

5. Production du facteur naturel d’hydratation (FNH)

Le FNH est un mélange de molécules hautement hygroscopiques jouant un role primordial dans le
maintien de I'hydratation des assises superficielles de la couche cornée. Le FNH est présent en forte
concentration au sein des cornéocytes superficiels puisqu’il représente jusqu’a 30% de leur masse

seche

a. Origine et composition du FNH

Le FNH est constitué a plus de 50% d’acides aminés et de dérivés d’acides aminés libres auxquels
s’ajoutent de l'acide lactique, des sucres, de l'urée, des ions inorganiques et d’autres petites

molécules a fort pouvoir humectant

Tableau 2 : Composition du FNH.

Constituants du FNH Pourcentage (%)

Acides aminés libres et dérivés 52
dont acide pyrrolidone carboxylique (PCA) 12
Acide lactique 12
Sucres 8,5
Urée 7

Chlorure 6

Sodium 5

Potassium 4

Ammoniaque, acide urique, glucosamine, créatine 1,5
Calcium 1,5
Magnésium 1,5
Phosphate 0,5
Citrate, formate 0,5
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Les acides aminés et dérivés du FNH proviennent majoritairement de la protéolyse de la FLG
. Cependant, la filaggrine-2, une protéine de la famille des SFTPs apparentée a la FLG et
présentant une composition comparable en acides aminés, pourrait aussi participer a la production
des acides aminés et dérivés du FNH
. Les acides aminés majoritaires du FNH sont la sérine, la glycine, I'arginine et sa forme
modifiée par les PADs : la citrulline . La protéolyse de la FLG aboutit de plus a la
libération d’'une grande quantité de glutamine et d’histidine qui sont modifiées au niveau de la
couche cornée pour former deux dérivés hydrosolubles : I'acide pyrrolidone carboxylique (PCA) et
I’acide urocanique (UCA), deux composants majeurs du FNH. Le PCA, qui dérive de la glutamine, se
forme spontanément dans les cornéocytes alors que I'UCA est formé a partir de I'histidine sous
I'action d’une enzyme cytoplasmique : I'histidase.
Le glucose, sucre majoritaire du FNH, serait essentiellement produit par I’hydrolyse des
glucosylcéramides ayant lieu dans la couche cornée profonde lors de la formation des lamellae
lipidiques intercornéocytaires . Enfin, I'acide lactique et l'urée proviendraient

au moins en partie de la sueur sécrétée par les glandes sudoripares

Figure 20 : Formation de I'acide pyrrolidone carboxylique (PCA) et de l'acide urocanique (UCA)
respectivement a partir de la glutamine et de I'histidine.

35



INTRODUCTION — Chapitre | : L’épiderme, une barriere multifonctionnelle

b. Réle du FNH

Les composants du FNH jouent de multiples réles dans ’homéostasie et la fonction de barriere de
I'épiderme

lIs jouent tout d’abord une fonction majeure dans I’hydratation de la couche cornée. Dans les
conditions physiologiques normales, un gradient hydrique est mis en place dans I'épiderme : alors
que les couches profondes présentent une teneur en eau de I'ordre de 70%, la couche cornée en
contient environ 20% seulement . Ces 20% d’eau, principalement retenus
par les composants du FNH, sont essentiels au maintien de I'activité métabolique de la couche
cornée et donc a I’homéostasie épidermique. Au sein des cornéocytes, ce sont principalement les
acides aminés et dérivés du FNH qui jouent le réle d’humectant, et en particulier le PCA qui présente
un fort pouvoir hygroscopique.

Les acides aminés neutres a basiques du FNH participent aussi a la plasticité de la couche cornée
en interagissant avec les filaments de kératines par l'intermédiaire de liaisons ioniques. Ceci
engendrerait une diminution des mouvements de I'eau au sein de la couche cornée et réduirait les

forces d’interaction entre les filaments de kératines rendant ainsi le tissu plus élastique

De plus, les acides aminés et dérivés d’acides aminés du FNH jouent un role dans la défense
antimicrobienne et dans la régulation de I'activité d’enzymes impliquées dans la desquamation et la
modification des lipides intercornéocytaires, en participant a I'acidification de la couche cornée. In
vitro, la croissance de Staphylococcus aureus, espéece la plus pathogéne du genre Staphylococcus et
fréquemment retrouvée lors des infections cutanées, est altérée par la présence d’'UCA et de PCA
notamment via une acidification du milieu de culture . Pendant longtemps, il a
été admis que I'UCA joue un rble majeur dans la régulation du pH de la couche cornée. Mais il a
récemment été montré que des souris déficientes en histidase ne présentent pas d’altération du pH
de la couche cornée, ceci suggérant que I'UCA n’est pas essentiel a I’acidification de la couche cornée

. Cependant, chez des individus porteurs de mutations non-sens de FLG, la
qguantité de FNH de la couche cornée est plus faible que la normale et le pH épidermique est plus
élevé. En outre, cette valeur de pH est inversement corrélée a la quantité de FNH. En conséquence,
I’épiderme de ces individus présente une importante altération de la composition et de I'organisation

des lamellae lipidiques intercornéocytaires

Enfin, I’'UCA assure le rble de filtre solaire naturel. En effet, il est produit sous sa forme trans, un

chromophore capable d’absorber une partie des rayonnements ultraviolets et qui se photoisomérise

alors pour former de I'acide cis-urocanique. Pour preuve, des souris présentant une mutation
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spontanée pour le géne de I'histidase, induisant une perte d’expression détectable de celle-ci et un

niveau bas d’UCA, montrent une augmentation de leur sensibilité aux rayonnements ultraviolets

Figure 21 : R6les multiples des acides aminés et des dérivés d’acides aminés du facteur naturel d’hydratation
dans I’homéostasie et la fonction barriére de I’épiderme. Voir le texte pour détails.

37



INTRODUCTION — Chapitre Il : La filaggrine

Il. LAFILAGGRINE

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, la FLG intervient a plusieurs niveaux dans le
processus de cornification : elle participe a la formation de la matrice fibreuse intracornéocytaire,
entre dans la composition de I'enveloppe cornée et est a I'origine des acides aminés du FNH. Ceci en
fait donc une protéine majeure de la différenciation terminale du kératinocyte. Avant de porter le
nom de FLG, cette protéine a initialement été nommée « Stratum Corneum Basic Protein ». En effet,
elle a initialement été identifiée dans la couche cornée de I'épiderme de rat et elle est basique. De
par sa composition particuliere en acides aminés (riche en arginine, glutamine, glycine, sérine et
histidine), elle a ensuite été appelée « histidine-rich protein ». C’est son rble dans I'agrégation des
filaments intermédiaires de kératines qui lui a finalement valu son nom actuel de « FlLament
AGGregating protelN » ou FLG. En 2006, I'identification de mutations non-sens du géne de la FLG
causant une perte de fonction de la protéine et leurs implications dans la physiopathologie de
I'ichtyose vulgaire et de la dermatite atopique ont engendré un regain d’intérét pour cette protéine

et ont d’autant plus mis en exergue son role majeur dans I’homéostasie épidermique

A. Une protéine de la famille des « S100 fused-type proteins »

La FLG appartient a la famille des SFTPs, constituée de sept membres chez I’homme
. Au moins un geéene codant pour une SFTP est retrouvé chez les
mammiféres et chez les sauropsides mais aucun chez les poissons et amphibiens. D’un point de vue
évolutif, les SFTPs seraient donc apparues lors de la transition de la vie aquatique vers la vie terrestre
d’un sous-groupe de vertébrés appelé amniote . Chez 'homme, les sept SFTPs
sont: la FLG, la filaggrine-2 (ou ifapsoriasine), I’hornerine, la TCHH , la
trichohyaline-like 1, la répétine et la cornuline. Les genes des membres de cette famille sont tous
regroupés en un méme cluster au sein du complexe de différenciation épidermique (locus 1g21) dont
nous avons déja parlé précédemment . Ces genes présentent
tous la méme organisation. lls sont constitués de 3 exons : le premier non codant et de petite taille,
le second partiellement codant et le troisieme codant la majeure partie de la protéine.
Les protéines de la famille des SFTPs partagent aussi la méme structure particuliére. Elles sont
composées d’'un domaine amino-terminal de type S100 fusionné a un grand domaine central
constitué de la répétition de multiples copies d’'une ou plusieurs séquences et un domaine carboxy-

terminal distinct.
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Figure 22 : Cluster des génes de la famille des « S100 fused-type proteins » dans le locus 1q21.

Les domaines S100-like des SFTPs sont homologues aux protéines S100. Par analogie, il a été
proposé qu’ils possedent eux-aussi deux domaines EF-hand liant le calcium, séparés par une région
flexible. La structure cristallographique du domaine S100-like de la FLG a d’ailleurs récemment été
résolue par analyse de la diffraction aux rayons X, confirmant cette hypothese
Chaque motif EF-hand est constitué de deux hélices a perpendiculaires entre elles et reliées par une
courte boucle au niveau de laquelle un ion Ca*" peut se fixer. De plus, les domaines $100-like des
SFTPs présentent une forte homologie de séquences entre eux (63 a 79% d’homologie sauf pour le
domaine S100-like de la trichohyaline-like 1 qui présente une homologie de seulement 40% avec

celui des autres membres)

Figure 23 : Les domaines S100-like des sept "S100 fused-type proteins".

Le domaine central répétitif confere aux SFTPs leurs fonctions spécifiques. Les homologies des
séquences de ce domaine entre les différentes SFTPs sont faibles (moins de 32%). A I'inverse, la
composition globale en acides aminés reste proche d’'une SFTP a une autre. Pour la plupart des
SFTPs, le domaine central est composé en grande majorité de 6 acides aminés : sérine, glycine,

arginine, histidine, glutamine et acide glutamique . On peut noter que les domaines

39



INTRODUCTION — Chapitre Il : La filaggrine

centraux de la FLG, la filaggrine-2 et I'hornerine présentent une composition en acides aminés tres
proche, suggérant I’existence d’une sous-famille constituée de ces trois membres.

Quant aux domaines carboxy-terminaux, un motif conservé entre certaines SFTPs humaines, mais
aussi présent dans certaines SFTPs d’autres espéeces, a été mis en évidence. La fonction de ce
domaine reste largement méconnue. Il a cependant été proposé que le domaine carboxy-terminal de
la FLG joue un réle dans la régulation de son expression

et que celui de la TCHH soit impliqué dans son interaction avec
les filaments de kératines . En outre, certains
fragments des domaines carboxy-terminaux de la FLG et de la filaggrine-2 semblent présenter une
activité antimicrobienne

La FLG est la premiére des SFTPs a avoir été identifiée. Elle est a I’heure actuelle la mieux décrite.
La FLG a été retrouvée uniquement chez les mammiferes et elle est exprimée chez 'homme au
niveau de I'épiderme ainsi que dans d’autres épithéliums pavimenteux pluristratifiés comme les

épithéliums de la langue, des gencives et du palais dur.

Tableau 3 : Composition en acides aminés des domaines répétitifs centraux des "S100-fused type proteins".

% Filaggrine Filaggrine-2 Hornerine Répétine Cornuline Trichohyaline T"cTiT(:yflme
Ser 25,3 23,4 35,3 12,8 11,7 1,2 9,7

Gly 13,6 22,0 25,9 11,1 13,1 0,8 8,0

Arg 11,2 5,9 5,9 8,8 71 23,9 4,7

His 10,7 11,7 10,0 8,9 3,9 0,9 2,0

GIn 9,6 11,2 9,5 21,3 16,1 19,3 9,7

Glu 6,0 4,3 2,5 5,5 8,5 28,6 13,6
Autres Ala: 6,5 Thr:9,0 Tyr:3,5 Asp:7,6 Thr:12,9 Leu:9,8 Thr:7,2

Sérine (Ser), glycine (Gly), arginine (Arg), histidine (His), glutamine (GIn), acide Glutamique (Glu), Alanine (Ala),
Thréonine, (Thr), Tyrosine (Tyr), acide Aspartique (Asp), Leucine (Leu).

B. Structure et régulation du gene de la filaggrine

Comme pour toutes les SFTPs, le géne de la FLG est organisé en 3 exons. Le premier est court et
non codant. Le second porte le site d’initiation de la traduction et code le premier motif de liaison au
calcium de type EF-hand du domaine S100-like. Le troisieme est tres grand et code le second site de
liaison au calcium du domaine S100-like, le long domaine central répétitif et le domaine carboxy-

terminal

Figure 24 : Le géne de la filaggrine humaine.
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Dans I'épiderme, le géne de la FLG est exprimé au niveau de la couche granuleuse. La régulation
de son expression est encore mal connue malgré de nombreuses études, dont quelques exemples
sont donnés ci-aprés. Elle fait intervenir de nombreux facteurs de transcription et est sensible a la
plupart des parameétres contrélant la différenciation kératinocytaire (calcium, vitamine D, cytokines,
etc.).

Comme pour beaucoup de genes impliqués dans la différenciation épidermique, des facteurs de
transcription de la famille AP-1 participent a la régulation de I'expression de la FLG. En effet, le
promoteur du gene FLG présente un site consensus de fixation de ces facteurs. In vitro, la liaison
d’hétérodiméres c-Jun/c-Fos au niveau de ce site AP-1 engendre une forte augmentation de I'activité
du promoteur du géne FLG, alors que lorsqu’une mutation délétere est insérée au niveau de ce site,
I"activité transcriptionnelle chute de plus de 60%. JunB et JunD controlent également la transcription
du géne de la FLG en agissant par une voie inconnue ne passant pas par une fixation directe au site
AP-1 du promoteur. Tandis que JunB active I'expression de la FLG, JunC la réprime

Le promoteur du géne FLG présente aussi un site consensus de fixation des facteurs de
transcription de la famille des Ets (pour « Epithelium specific transcription factors » en anglais). Le
facteur Ets1 inhibe I'expression de la FLG alors que le facteur Jen I'active . Des
facteurs de transcription de la famille des protéines a domaine POU peuvent aussi réguler I'activité
dépendante de c-Jun du promoteur de la FLG en se liant a des éléments de réponse spécifiques
situés au sein du promoteur. Octl est un activateur alors que sKnla/i et Oct6 sont des répresseurs

. DIx3, appartenant a la famille des protéines a homéodomaine Distal-less, est

capable de se lier in vitro au promoteur du gene FLG et régulerait positivement son expression

On trouve également sur le promoteur du géne FLG des éléments de réponse a I'acide rétinoique
et aux glucocorticoides. Tous deux répriment I'expression de la FLG, probablement en modulant
I'activité de facteurs de transcription . De nombreuses cytokines, telles que
I'lL-4, IL-13, IL-17A, IL-22, IL-25, IL-31, IL-33 et TNF- a répriment I'expression de la FLG (aussi bien au
niveau du messager que de la protéine). Les mécanismes par lesquels les cytokines agissent sont
encore peu décryptés. Certaines cytokines impliquées dans la réponse de type Ty2 agiraient sur la
FLG via la voie S100/A1 et p21. Le TNF- o agirait quant a lui via une voie dépendante de c-Jun alors
que I'lL-31 passerait par la voie JAK / p38 MAP kinase

La transcription du gene FLG est également régulée par des facteurs environnementaux tels que
le taux d’humidité ou le taux d’0O,. Chez la souris, le niveau d’expression de la FLG varie inversement
au taux d’humidité. En effet, un taux plus important d’ARNm est détecté par hybridation in situ dans

I’épiderme de souris sans poils exposées pendant 2 semaines a une faible hygrométrie (10%
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d’humidité relative) en comparaison a des souris maintenues en condition humide (80% d’humidité
relative) . Le taux d’O, régule aussi I'expression de la FLG. En effet, dans des
kératinocytes primaires (murins et humains) cultivés en condition d’hypoxie (0,5% d’0,), les taux
d’ARNm et de protéine de FLG sont augmentés en comparaison a des kératinocytes cultivés en
conditions oxygénées (21% d’0,). Cette régulation semble étre dépendante de facteurs induits par
I'hypoxie HIF1la. et HIF2a., puisque dans des kératinocytes « double déficients » (c’est-a-dire des
kératinocytes isolés de souris dont les génes codant ces deux protéines ont été inactivés de concert),

I’expression de la FLG n’est plus activable par I’hypoxie

C. Lafilaggrine et son métabolisme

1. Structure de la filaggrine

Chez I'homme, la FLG est synthétisée sous la forme d’'un large précurseur de plus de 400 kDa
appelé proFLG. La proFLG est constituée d’un domaine central formé par la répétition de 10 a 12
sous-unités de FLG (d’environ 37 kDa ou 324-325 acides aminés) encadrées par deux sous-unités de

FLG incompletes, d’'un domaine amino-terminal et d’'un domaine carboxy-terminal

Figure 25 : Structure de la profilaggrine humaine.

Dans le domaine répétitif, les sous-unités de FLG sont séparées entre elles par un peptide de
liaison hydrophobe et peu flexible (chez ’'homme : FLYQVST). Le nombre de répétitions est variable
et génétiguement déterminé : les sous-unités 8 et/ou 10 peuvent en effet étre dupliquées chez
certains individus . Bien que les sous-unités de FLG aient la méme taille et une
composition similaire en acides aminés, elles présentent une faible identité de séquence entre elles.
Les séquences des sous-unités de FLG d’un méme individu ou de deux individus différents peuvent
présenter jusqu’a 40% de variation. Ceci suggere fortement qu’une succession précise d’acides
aminés n’est pas essentielle a la fonction de la FLG mais que c’est plutot sa composition globale en
acides aminés qui importe. Ceci est facilement expliqué par le fait que le destin ultime de la FLG est
de produire des acides aminés libres . En revanche, la structure secondaire et
la distribution des charges globales des sous-unités de FLG sont conservées, propriétés importantes

pour leur interaction avec les filaments intermédiaires de kératines
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Le domaine amino-terminal (293 acides aminés) est constitué de deux sous-domaines. Le premier,
appelé domaine A, correspond au domaine S100-like (81 acides aminés) trés conservé entre les
différentes SFTPs et constitué de deux domaines de liaison au calcium de type EF-hand

. Le second, appelé domaine B, est hydrophile et basique et présente
un signal de localisation nucléaire fonctionnel . Enfin, le domaine carboxy-
terminal (157 acides aminés) est basique et hydrophobe.

L’organisation structurale de la FLG semble conservée chez les mammiféres bien que la longueur
des domaines amino-et carboxy-terminaux et surtout du domaine répétitif varie entre les especes.
Par exemple, ce domaine est composé de 16 a 20 répétitions de Flg (faisant 246 a 255 acides aminés)
chez la souris et de seulement 4 répétitions (507 a 549 acides aminés) chez le chien

. La comparaison des sous-unités de FLG de I'homme, de la souris et
du chien a révélé une faible similarité de séquence entre elles mais une composition en acides
aminés semblable. Les pourcentages en acides aminés majeurs (sérine, glycine, arginine, glutamine
et histidine) sont en effet conservés entre ces différentes espéces . Ceci renforce
encore I’hypothése selon laquelle c’est la composition en acides aminés des sous-unités de FLG, et

non leur séquence, qui est importante pour leur fonction.

2. Les différentes étapes du métabolisme de la filaggrine

Lors de la différenciation épidermique, la proFLG subit un métabolisme complexe aboutissant
notamment a la libération des sous-unités de FLG (ou monomeéres de FLG, 37 kDa chez ’lhomme) puis
a leur protéolyse compléete pour former les acides aminés libres du FNH

La proFLG est exprimée tardivement dans le processus de différenciation kératinocytaire, au
niveau de la couche granuleuse. A la suite de sa synthése, elle est phosphorylée (principalement sur
des résidus sérine et thréonine) et devient ainsi tres insoluble . Elle est alors
stockée au sein des granules de kératohyaline

A la transition entre couche granuleuse et couche cornée, la proFLG est déphosphorylée puis subit
une protéolyse limitée engendrant la disparition des granules de kératohyaline. Des clivages
enzymatiques spécifiques ont notamment lieu au niveau des peptides de liaison aboutissant a la
libération des monomeres de FLG ainsi que des domaines amino- et carboxy-terminaux. Une fois
libérés, les monomeres de FLG, de par leur nature basique (point isoélectrique compris entre 7 et
10,5), s’associent aux filaments intermédiaires de kératines via des interactions ioniques. La FLG va
ainsi faciliter la formation de liaisons entre les filaments de kératines aboutissant a leur agrégation en
macrofibrilles trés ordonnées qui constituent la matrice fibreuse dense des cornéocytes. De plus, il a

été suggéré que l'association des monomeres de FLG aux kératines la protégerait d’une protéolyse
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Figure 26 : Modele actualisé du métabolisme de la filaggrine. Les enzymes impliquées dans le métabolisme de
la FLG sont indiquées sur le schéma en bleu (protéases), en rouge (kinases/phosphatases) et en vert (PADs).

Figure 27 : Localisation de la (pro)filaggrine dans I'épiderme humain normal observée par
immunomicroscopie électronique. (A) La proFLG est essentiellement immunodétectée au niveau des granules
de kératohyaline de la couche granuleuse. (B) La FLG est également immunodétectée dans I'ensemble de la
matrice intracornéocytaire des cornéocytes profonds alors qu’elle n’est plus détectée dans les cornéocytes les
plus superficiels. LG : couche granuleuse profonde, UG : couche granuleuse supérieure, LC: couche cornée
profonde, UC : couche cornée superficielle.
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prématurée . Les monomeéres de FLG ne persistent que dans les assises
les plus profondes de la couche cornée . lls sont ensuite désiminés par les PADs 1 et/ ou
3. La désimination correspond a la modification post-traductionnelle de résidus arginine en résidus
citrulline, ce qui induit une perte de charges positives des monomeres . Les
monomeres de FLG sont riches en arginines puisqu’ils en contiennent en moyenne 11,2 % (soit 36
arginines par monomeére de 324 acides aminés ; ), ce qui en fait des cibles
privilégiées des PADs. Ainsi, les monomeéres de FLG désiminés sont neutres a acides

. La désimination de la FLG entrainerait la rupture des liaisons entre kératines et monomeres de
FLG qui se retrouveraient alors solubles dans le cytoplasme . Suite a cela,
les monomeres de FLG sont totalement protéolysés en acides aminés libres entrant dans la
composition du FNH.

En outre, une partie mineure des monomeéres de FLG est incorporée a I'enveloppe cornée

. On ne sait cependant pas encore si les monomeéres sont incorporés a I'enveloppe
cornée sous formes désiminées ou non.

Au cours de la différenciation, le domaine amino-terminal de la FLG libéré par protéolyse est
transloqué au noyau grace a la présence d’un signal de relocalisation nucléaire présent dans le
domaine B . Il semblerait de plus que ce domaine
puisse également étre incorporé a I’enveloppe cornée puisque les domaines A et B ont été tous deux
détectés en périphérie des cornéocytes par immunomicroscopie électronique

Le devenir du domaine carboxy-terminal est quant a lui encore inconnu.

3. Kinases et phosphatases impliquées dans la phosphorylation/déphosphorylation de la

proFLG

La phosphorylation de la proFLG et la (les) kinase(s) impliquée(s) ont trés peu été étudiées. De
nombreux sites de phosphorylation ont été mis en évidence sur la proFlg de rat et de souris, 17 a 20
phosphates ont notamment été retrouvés sur chaque sous-unité de Flg. Mais seule la capacité de la
caséine kinase Il (CK2) a phosphoryler la proFlg de rat et de souris a été démontrée in vitro

. Elle n'est cependant pas responsable a elle seule de la
phosphorylation compléte de la proFlg puisqu’on trouve seulement deux sites consensus cibles de
cette kinase par sous-unité de Flg. De nombreux sites putatifs de phosphorylation ont été mis en
évidence in silico dans la séquence de la proFLG humaine, au sein des répétitions de FLG et du
domaine amino-terminal. Les mémes séquences consensus cibles de la caséine kinase I, identifiées

sur les sous-unités de Flg chez le rat, sont conservées chez I’homme . Aucune

donnée expérimentale ne vient cependant confirmer I'existence fonctionnelle de tels sites sur la
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proFLG humaine ni l'implication effective de cette kinase. Une étude récente a mis en évidence
I’existence de sites de phosphorylation au niveau des sérines adjacentes aux peptides de liaison
séparant les différentes sous-unités de la proFLG humaine

La phosphorylation de la proFLG la rend hautement insoluble ce qui faciliterait la formation des
granules de kératohyaline. Il a de plus été proposé que la phosphorylation de la proFLG aurait pour
role de la protéger d’une protéolyse précoce, en rendant les sites de clivage inaccessibles aux
protéases , et aussi d’empécher I'agrégation prématurée des filaments de

kératines, la proFLG phosphorylée étant incapable d’agréger les filaments intermédiaires in vitro

Concernant la déphosphorylation de la proFLG, il a été montré qu’elle est totale au niveau des
sous-unités de FLG . Cette déphosphorylation, et en particulier celle du résidu
phosphosérine situé juste en amont de chaque peptide de liaison, semble requise pour que la
protéolyse de la proFLG puisse se dérouler . Chez le rat, une phosphatase a été
impliquée dans cette déphosphorylation : la sérine/thréonine phosphatase de type 2A (ou PP2A). Elle
est exprimée au niveau de la couche granuleuse de I'épiderme de rat et est capable de
déphosphoryler in vitro la moitié des résidus phosphorylés de la proFlg et notamment ceux

phosphorylés par la caséine kinase Il

4. Protéases impliquées dans le clivage du domaine amino-terminal

A ce jour, trois protéases ont été impliquées dans la protéolyse du domaine amino-terminal. La
premiere est la profilaggrine endopeptidase 1 ou PEP1, une protéine a sérine a activité de type
chymotrypsine. Elle a été identifiée dans I'épiderme de souris et est capable de cliver des fragments

de proFLG humaine in vitro et de produire le domaine amino-terminal complet

Les deux autres sont la « paired basic amino acid cleaving enzyme » (PACE), aussi appelée furine,
et la PACE4, deux protéases a sérine dépendantes du calcium qui font partie de la famille des
proprotéines convertases. Elles clivent spécifiquement les protéines aprés le motif RX(R/K)R. Elles
sont toutes deux exprimées dans I'épiderme humain et sont capables de cliver in vitro le domaine
amino-terminal de la proFLG humaine, spécifiquement entre le domaine B et la premiére sous-unité
tronquée de FLG . Ces deux protéases ont cependant été décrites comme étant
transmembranaires avec un site actif extracellulaire , leur action sur la

proFLG in vivo est donc incertaine.
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5. Protéases impliquées dans la protéolyse de la profilaggrine

En plus de son réle dans le clivage du domaine amino-terminal, la PEP1 murine est aussi capable
de cliver la proFLG in vitro et de produire ainsi des mono- et oligomeres de FLG

La calpaine 1, une protéase a cystéine dépendante du calcium, a également été impliquée dans la
protéolyse de la proFLG. Elle est exprimée dans la couche granuleuse de I'épiderme humain, avec
une localisation cytoplasmique granulaire . Le traitement de kératinocytes
humains en culture avec la calpastatine, un inhibiteur spécifique des calpaines, entraine une
diminution de la quantité de monomeéres de FLG. Il n’est cependant pas clairement démontré que
cette protéase agisse directement sur la proFLG

Il a également été proposé que la cathepsine D participe a la dégradation de la proFLG en
monomeres. En effet, 'incubation in vitro de proFlg de rat avec la cathepsine D induit une protéolyse
limitée du précurseur et la production de monomeres de Flg . Cependant, dans
I’épiderme de souris déficientes en cathepsine D, la proFlg ne s’accumule pas mais est au contraire
faiblement détectée

La matriptase, une protéase a sérine transmembranaire, joue aussi un role dans la protéolyse de
la proFLG. En effet, I'épiderme de souris, dont le géne de la matriptase (St14) a été inactivé, présente
des défauts de protéolyse de la proFLG : alors que le monomeére de Flg n’est quasiment plus produit,
des formes entieres ou partiellement protéolysées de proFlg s’accumulent . De plus,
il semble que la matriptase soit aussi impliquée dans la protéolyse du domaine amino-terminal
puisque, dans I'épiderme des souris déficientes en matriptase, des fragments correspondant aux
domaines A et B couplés a une sous-unité tronquée de Flg s’accumulent alors que le domaine amino-
terminal entier (A et B) et le domaine A ne sont plus détectés. Enfin, chez ’'homme, des mutations
faux-sens du gene codant la matriptase sont responsables d’une ichtyose congénitale autosomale
récessive (ARCI 11) associée a une hypotrychose (OMIM #602400). Ces mutations, touchant des
acides aminés du site actif et résultant en une diminution de I’activité protéolytique de la matriptase,
entrainent des anomalies dans la protéolyse de la proFLG, similaires a celles observées dans
I’épiderme des souris

La prostasine, une autre protéase a sérine, semble aussi impliquée dans la protéolyse de la proFlg.
Les souris dont le géne de la « channel-activating protease 1/protease serine S1 family member 8 »
(CAP1/Prrs8, homologue murin de la prostasine) a été inactivé présentent une altération de la
protéolyse de la Flg similaire a celle observée chez les souris déficientes en matriptase. Deux sites de
clivage putatifs par la prostasine ont de plus été identifiés dans la séquence de la proFLG humaine

. Quoigu’il en soit, la prostasine et la matriptase étant toutes deux des

protéases transmembranaires a activité extracellulaire, il semble peu probable que I'une ou l'autre
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puisse agir directement sur la proFLG qui elle est cytoplasmique. In vitro, la matriptase est capable de
cliver la prostasine, ce qui engendre son activation. Ceci, ajouté au fait que les deux modeles de
souris déficientes en matriptase et CAP1/Prrs8 présentent des phénotypes similaires, suggére que
ces deux protéases appartiennent a une cascade protéolytique commune dans laquelle la matriptase
agirait en amont de la prostasine. Ainsi, il a été proposé que la prostasine, activée par la matriptase,
stimule le canal sodique ENaC, provoquant un influx de sodium dans la cellule. Cet influx d’ions Na*
induirait alors une entrée de calcium accrue dans les cellules et activerait des protéases dépendantes
du calcium ayant pour substrat la proFLG . Une autre hypothése serait que, lors
de la différenciation terminale kératinocytaire, des changements drastiques de la structure des
organelles et de la membrane plasmique permettraient a des protéines normalement situées dans le
lumen des organelles ou a la surface de la cellule de se retrouver dans le cytoplasme

. La matriptase et la prostasine pourraient alors agir directement sur la proFLG. Jusqu’a
maintenant, aucune donnée expérimentale n’a cependant mis en évidence une action directe de ces
enzymes sur la proFLG.

Plus récemment, le role de la SASPase (skin aspatatic protease) dans le clivage de la proFLG a été
mis en évidence. La SASPase, exclusivement exprimée dans la couche granuleuse, présente un
domaine transmembranaire en position amino-terminal. Son activation nécessite un clivage qui
libere alors une forme active de 14 kDa . LU'épiderme de souris hairless
déficientes en SASPase présente lui aussi une protéolyse de la proFlg aberrante. Les monoméres de
Flg ne sont quasiment plus produits alors que des formes correspondant probablement a des
dimeéres et trimeres s’accumulent. En immunofluorescence indirecte, la (pro)Flg est détectée
jusqu’en haut de la couche cornée alors qu’on la retrouve normalement uniquement au niveau de la
couche granuleuse et de la couche cornée profonde. De maniéere inattendue, la composition en
acides aminés libres de la couche cornée n’est cependant pas modifiée. La SASPase recombinante est
capable, apres auto-activation, de cliver directement in vitro une forme recombinante de la proFLG
humaine (correspondant a une sous-unité de FLG recombinante couplée a une protéine de liaison au
maltose par le peptide de liaison de la proFLG) au niveau du peptide de liaison

Contrairement aux souris dont le géne codant la matriptase, la prostasine ou la SASPase a été
invalidé, les souris déficientes pour Spink5 (codant pour LEKTI, un inhibiteur de protéases a sérine
comprenant les KLKs; ), présentent une protéolyse accrue de la proFlg
conduisant a l'accumulation de monomeres . Ceci suggere que l'activité
d’une ou plusieurs protéases impliquées dans la dégradation de la proFlg est régulée par LEKTI. La
KLK5 et I’élastase 2 semblent étre de bonnes candidates.

L’élastase 2, pendant longtemps considérée comme une protéase a sérine spécifique du pancréas,

a été mise en évidence dans I'épiderme des souris déficientes en LEKTI, ou elle est hyperactive. Des
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essais in vitro montrent que I'élastase 2 est activée par la KLK5, elle-méme sous le contréle de LEKTI.
La surexpression de I'élastase 2 dans I'épiderme de souris transgéniques (Tg- élastase 2) engendre
une dégradation accrue de la proFlg mais aussi du monomere de Flg. En accord avec cela, ces souris
présentent de plus une diminution de la détection globale de la (pro)Flg en immunohistochimie ainsi
gu’une diminution de la taille et du nombre de granules de kératohyaline observés en MET. In vitro,
I'ajout d’élastase 2 purifiée a un extrait d’épiderme engendre une dégradation accrue de la proFlg
ainsi que des monomeres de Flg. Enfin, I'élastase 2 colocalise avec la FLG dans I'épiderme humain a la
périphérie des granules de kératohyaline . Cette étude suggere donc que
I’élastase 2 agit de maniére directe sur la proFlg.

Outre son role dans I'activation de I’élastase 2, la KLK5 semble aussi étre capable de protéolyser la
proFLG de maniere directe. Tout d’abord la colocalisation de la KLK5 avec la (pro)FLG dans I'épiderme
humain a été mise en évidence en immunofluorescence indirecte et en immunomicroscopie
électronique. De plus, ['utilisation d’une nouvelle technologie permettant de visualiser les
interactions entre protéines, appelée Duolink, démontre une colocalisation extrémement fine (<40
nm) entre KLK5 et (pro)FLG. Enfin, in vitro, la KLK5 recombinante est capable de cliver la proFLG
recombinante humaine tres probablement au niveau du peptide de liaison, puisque lorsque celui-ci
est muté le clivage n’a plus lieu . Cependant, les souris transgéniques
surexprimant la KLK5 spécifiguement au niveau de I'épiderme ne présentent pas d’anomalies de
protéolyse de la proFlg , suggérant que le contréle de la protéolyse de la proFLG
par la voie LEKTI-KLK5-élastase 2 est complexe.

Malgré ces travaux, la localisation cytoplasmique de la KLK5 et de I'élastase 2 reste incertaine et
controversée. En effet, la KLK5 semble majoritairement étre secrétée dans I'espace
intercornéocytaire via les corps lamellaires et I'élastase 2 est également secrétée par les
kératinocytes de souris Tg-élastase 2 différenciés in vitro

Pour finir, la matriptase et la KLK5 semblent appartenir a une méme voie de signalisation
protéolytique. En effet, I'inactivation du géne de la matriptase dans I'épiderme des souris déficientes
en LEKTI bloque la protéolyse excessive de la proFlg et restaure les granules de kératohyaline. De
plus, il a été montré in vitro que la matriptase est capable d’activer les KLK 5 et 7

Ainsi un équilibre finement régulé, entre les activités des diverses protéases impliquées dans la
protéolyse de la proFLG en monomeéres de FLG, semble exister et est loin d’étre complétement

élucidé.
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6. Protéases impliquées dans la dégradation de la filaggrine en acides aminés

Quelgues protéases ont été spécifiqguement impliquées dans la protéolyse des monoméres de
FLG.

Tout d’abord, la caspase 14, une protéase a cystéine non apoptotique, exprimée et active dans les
couches les plus différenciées de I'épiderme, est impliquée dans la protéolyse du monomere de FLG.
En effet, des fragments de Flg de taille inférieure a celle du monomere s’accumulent dans I'épiderme
des souris déficientes en caspase 14. Ces souris présentent également une forte diminution de la
quantité de FNH et en particulier de PCA et d’UCA au niveau de la couche cornée, associée a une
perte en eau trans-épidermique élevée et a une hypersensibilité aux rayonnements ultraviolets

. De plus, des essais de protéolyse de la FLG recombinante
humaine par la caspase 14 ont permis d’identifier des sites de clivage spécifiques et conservés dans
la plupart des sous-unités de FLG . La caspase 14 clive ainsi directement les
monomeres de FLG en fragments peptidiques de plus petites tailles. L'intervention d’autres
protéases apparait nécessaire pour aboutir a la dégradation totale de ces peptides en acides aminés.
Par ailleurs, il a récemment été suggéré que la KLK7 interviendrait dans ce processus en activant la
caspase 14 par protéolyse de sa proforme

La calpaine 1, en plus de son role dans la protéolyse de la proFLG, est aussi impliquée dans la
dégradation du monomeére en acides aminés libres. Cette protéase calcium-dépendante est en effet
capable de cliver les sous-unités de FLG in vitro, et ce de maniére plus efficace lorsque les sous-unités
de FLG sont désiminées. En effet, les monomeéres de FLG désiminés sont clivés plus rapidement et en
peptides de plus petites tailles. Cependant, la calpaine 1 ne permet pas la dégradation totale des
monomeres de FLG

L'hydrolase de la bléomycine est une protéase a cystéine neutre de la famille des papaines qui
possédent une activité aminopeptidase préférentiellement aprés un résidu citrulline. Dans
I’épiderme humain, elle est localisée dans les couches granuleuse et cornée profonde. In vitro,
I’'hydrolase de la bléomycine n’est pas capable de dégrader directement le monomeére de FLG
désiminé entier ni les peptides produits par I'action de la caspase 14. Elle est par contre capable de
dégrader les peptides de FLG produits par la calpaine 1 en acides aminés libres
Il semblerait donc que caspase 14, calpaine 1 et hydrolase de la bléomycine agissent
séquentiellement. En accord avec ces résultats, les souris déficientes pour I'hydrolase de la
bléomycine présentent un phénotype similaire a celui des souris déficientes en Flg

, mettant en évidence le réle essentiel de cette derniére protéase dans le métabolisme de la

FLG
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Enfin, une étude a montré que la FLG peut étre protéolysée in vitro par la cathepsine D, la
cathepsine L et la cathepsine L-like . Cependant, I'épiderme des souris
déficientes en cathepsine L ne semble pas présenter d’anomalies du métabolisme de la Flg

. L'intervention de ces protéases est donc incertaine.

7. Régulation de la protéolyse de la filaggrine par le taux d’humidité ambiante

Le taux d’humidité ambiante, en plus de réguler I'expression de la FLG, contrble aussi la
dégradation du monomere de FLG en acides aminés libres.

Une étude menée chez le rat a montré que lors des étapes tardives du développement feetal, la
Flg est produite et s’"accumule sur toute I'épaisseur de la couche cornée. Quelques heures seulement
apres la naissance, c’est-a-dire quelques heures aprés que les ratons aient quitté le milieu aqueux in
utero et soient passés dans un environnement plus sec, la détection de la Flg dans les assises les plus
superficielles de la couche cornée est déja perdue alors que la quantité d’acides aminés libres de la
couche cornée augmente, démontrant l'initiation de la dégradation de la Flg intracornéocytaire. Par
contre cette dégradation de la Flg est fortement inhibée lorsque les nouveau-nés sont maintenus
dans une atmospheére saturée en eau. Enfin, si la peau de rats adultes est recouverte d’un film
occlusif, la protéolyse de la Flg est de méme bloquée . Une seconde étude
rapporte que, lorsque des souris adultes élevées dans un environnement présentant une humidité
normale (40-70% d’humidité relative) sont transférées dans un environnement sec (<10% d’humidité
relative), la détection de la Flg ainsi que la quantité d’acides aminés libres produits diminuent
fortement dans les premieres 24h aprés le transfert. Les quantités de Flg et d’acides aminés
reviennent ensuite a un niveau normal apres quelques jours passés dans ce méme environnement
sec . La protéolyse de la Flg est ainsi un processus adaptatif, qui semble prendre
guelques jours pour se mettre en place chez la souris adulte.

Ce phénoméne de régulation de la dégradation de la FLG par le taux d’humidité ambiante n’a
cependant jamais été démontré chez I'homme et les mécanismes moléculaires sous-jacents

contrdlant ce processus restent inconnus.

D. Implications physiopathologiques de la filaggrine

Le rble essentiel de la FLG dans I'homéostasie de la barriere épidermique a été mis en évidence
par le développement récent de modéles murins et d’épidermes humains reconstruits in vitro
déficients en Flg/FLG ainsi que par I'étude de I'ichtyose vulgaire et de la dermatite atopique, deux

pathologies humaines dans lesquelles la FLG est fortement impliquée.
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1. Modeles déficients en filaggrine

a. Modéle murin

Des souris dont le géne Flg a été inactivé ont récemment été produites
Avant la pousse des poils, ces souris exhibent une peau seche et écailleuse. Au niveau microscopique,
le nombre de grains de kératohyaline est fortement diminué, la couche cornée est plus épaisse
(hyperkératose) et le cytosquelette de kératines intracornéocytaire présente une organisation
anormale. La quantité de FNH détecté dans la couche cornée est aussi fortement diminuée. De plus,
la couche cornée de ces souris est plus fragile : le stress mécanique engendré par délaminage au
scotch induit une desquamation plus importante que pour les souris contréles de la méme portée.
Ces animaux présentent une perte en eau trans-épidermique normale mais une perméabilité de la
barriere épidermique de I'extérieur vers l'intérieur augmentée (démontrée a I'aide d’un test de
pénétration d’'un colorant déposé a la surface de I'épiderme), conduisant a une augmentation de la

pénétration d’antigenes a travers leur épiderme en comparaison aux souris sauvages.

b. Epidermes reconstruits humains

Plusieurs modeles d’épiderme humain produits in vitro dans lesquels I'expression de la FLG a été
inhibée par interférence a ’ARN ont récemment été développés.

Des épidermes reconstruits sur membrane de polycarbonate ont été produits en utilisant des
kératinocytes primaires humains traités avec des shRNAs ciblant spécifiquement ’/ARNm de la FLG
dans mon laboratoire . Au niveau protéique, la quantité de FLG est diminuée
de plus de 90% ce qui conduit a une absence de granules de kératohyaline, une perturbation de
I’expression de marqueurs de la différenciation épidermique (au niveau des ARNm et des protéines),
une désorganisation de la structure de la matrice intracornéocytaire et une diminution de I'épaisseur
de la couche cornée. Les épidermes reconstruits déficients en FLG présentent de plus une
concentration diminuée en UCA et PCA, associée a une hypersensibilité aux rayons ultraviolets B et a
une augmentation de la pénétration d’un colorant (le lucifer yellow), de l'intérieur vers I'extérieur,
démontrant une plus grande perméabilité.

Dans un autre modele ou I'épiderme est reconstruit sur un équivalent dermique contenant des
fibroblastes en utilisant des kératinocytes traités avec des siRNAs spécifiques de FLG, une
hypogranulose, un niveau diminué d’UCA associé a une augmentation de I'apoptose induite par les
rayons ultraviolets B, et une augmentation de la pénétration de colorant dans I'épiderme sont

également mis en évidence. Par contre, la différenciation kératinocytaire et I'organisation des
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kératines semblent normales dans ce modeéle alors que la formation des corps lamellaires est
perturbée

Dans un troisieme modele similaire a celui de Mildner et al., une accumulation d’acides gras libres
au niveau des espaces intercornéocytaires conduisant a une perturbation de l'organisation des
lamellae a été rapportée . De plus, une augmentation de la perméabilité trans-
épidermique ainsi qu’une plus forte production de cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 par les

kératinocytes ont aussi été observées

2. Lichtyose vulgaire

L'ichtyose vulgaire (OMIM #146700, ichtyosis vulgaris) est la plus courante des pathologies
cutanées héréditaires . En 2006, une étude publiée par Smith et al. a
montré que cette maladie est causée par des mutations non-sens du gene FLG. Les mutations
initialement décrites, p.R501X et c.2282del4, correspondent a la premiere sous-unité de FLG et
entrainent donc, a I'état homozygote ou hétérozygote composite (deux alleles mutés), une perte
totale d’expression de la FLG . Depuis, de nombreuses autres
mutations ont été découvertes, touchant diverses sous-unités de FLG, entrainant toutes I'expression
diminuée d’une forme tronquée de proFLG qui n’est jamais protéolysée en monomeres

. Cette maladie se transmet selon un mode autosomique semi-dominant. En effet, alors
que les patients hétérozygotes simples (n’ayant qu’un allele muté) présentent un phénotype
modéré, les patients hétérozygotes composites ou homozygotes présentent des formes plus sévéres
de la maladie . La pénétrance du phénotype semble incompléte puisque certains
individus hétérozygotes ou méme homozygotes ne présentent aucun symptome.

L'ichtyose vulgaire est caractérisée par une sécheresse cutanée généralisée, avec formation de
fines écailles (ou squames ; « ichthyos » signifiant poisson en grec ancien) principalement au niveau
des membres et du tronc. Une hyperlinéarité palmoplantaire et une kératose pilaire (défaut de
kératinisation localisé au niveau des follicules pileux qui se caractérise par un aspect de « chair de
poule » et se localise principalement sur la face dorsale des bras, la face antérieure des cuisses et le
visage) sont de plus fréquemment observées chez les patients atteints d’ichtyose vulgaire

. Une augmentation de la perte en eau trans-épidermique et du pH cutané et une diminution
du FNH sont également observées. Aussi, ces défauts de barriere épidermique induisant un risque
augmenté de pénétration d’allergénes et autres agents exogenes (chimiques, polluants, micro-
organismes), les patients atteints d’ichtyose vulgaire présentent plus fréquemment une
sensibilisation allergique. Alors que le lien de cause a effet entre les mutations du géne FLG et

I’établissement d’une peau seche est évident, la présence de I’hyperlinéarité palmoplantaire et d’une
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kératose pilaire chez les patients atteints d’ichtyose vulgaire reste incomprise. Une diminution de
I’hydratation de la couche cornée induirait une diminution de la desquamation, ce qui explique
I’excés de squames sur la peau des patients.

Du point de vue microscopique, l'ichtyose vulgaire se caractérise par une diminution du nombre
et de la taille des granules de kératohyaline voire une absence totale de granules et par une légere
hyperkératose . La proFLG est faiblement exprimée mais
normalement distribuée au niveau de la couche granuleuse et cornée des patients hétérozygotes
simples, alors qu’elle est absente dans I'épiderme de certains patients homozygotes ou
hétérozygotes composites . Les mutations de FLG ont été associées a une
désorganisation du cytosquelette de kératines, a des anomalies de sécrétion des corps lamellaires,
ainsi qu’a une organisation des lipides intercornéocytaires anormale. Les patients présentent enfin
une diminution de la densité desmosomale et de I'expression des protéines des jonctions serrées. Il
s’agit ici probablement de phénomenes secondaires, peut-étre induits par I'augmentation de la

production de cytokines suite a la pénétration d’éléments exogénes a travers I'épiderme

Figure 28 : Caractéristiques cliniques, macroscopiques et microscopiques de I'ichtyose vulgaire. (A) Kératose
pilaire. (B) Fines écailles retrouvées au niveau abdominal. (C-D) Hyperlinéarité palmaire plus marquée chez un
individu homozygote (C) qu’hétérozygote (D). (E-F) Colorations hémalun-éosine de I'épiderme d’un individu
sain (E) et d’un patient homozygote pour la mutation R501X (F), chez lequel on remarque une agranulose. (G-H)
Immunomarquage de la FLG dans I'épiderme d’un individu sain (G) et d’un patient homozygote pour la
mutation R501X (H). On note une absence totale de la détection de FLG pour ce dernier.

3. Ladermatite atopique

La dermatite atopique (OMIM #605803 ; atopic dermatitis) ou eczéma atopique est une des
pathologies inflammatoires cutanées chroniques les plus fréquentes chez ’lhomme. Dans les pays
industrialisés, 15 a 20 % des enfants et 1 a 3 % des adultes en sont atteints et son incidence a

augmentée de deux a trois fois durant les trente derniéres années. Cette maladie se déclare dans
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60% des cas avant I'age de un an et disparait spontanément a I'adolescence dans 70 % des cas mais
peut persister a I'age adulte

La dermatite atopique évolue par poussées, en alternant phase aigilie et phase chronique. La
phase aiglie est principalement caractérisée par des lésions enflammées érythémateuses (rougeurs
de la peau qui traduit une vasodilatation) et suintantes, un prurit (démangeaisons) et la présence de
papules et de cro(tes . Cette phase est caractérisée par une inflammation dominée par
I’activation des cellules lymphocytaires T vers un phénotype du type T42 (« helper » de type 2) qui
aboutit notamment a la libération d’histamine en quantité importante par les mastocytes au niveau
des lésions participant a la vasodilatation, au prurit et a la formation d’cedemes. Lors du stade
chronique, la peau est seche, squameuse et présente un aspect lichénifié. Au niveau inflammatoire,
cette phase est dominée par une activation modérée de la voie Ty1. Ce concept de déséquilibre de la
balance T,1/T,2 intervenant dans la dermatite atopique est cependant un peu trop « simpliste »
(bien que les cascades de réactions impliquées soient déja complexes) puisque diverses études
montrent aussi I'implication des réponses T,17 et Ty22

L'épiderme des patients atteints de dermatite atopique montre de nombreuses anomalies. Au
niveau de I'épiderme cliniquement sain (en phase chronique), un infiltrat modéré de lymphocytes T
est souvent observé suggérant une inflammation minimale. Au niveau des lésions aigles, des
cedéemes intercellulaires sont observés induisant I'apparition de spongiose (espaces intercellulaires
apparents), d’'une acanthose (hyperplasie de I'épiderme et accentuation des crétes épidermiques)
ainsi que d’une hyperkératose (augmentation du nombre d’assises de cornéocytes) et une
parakératose (persistance des noyaux au niveau de la couche cornée; ). Un important
infiltrat inflammatoire (monocytes-macrophages et éosinophiles, principalement) est également
présent au niveau du derme . Une augmentation de la perte en eau trans-épidermique et
du pH ainsi qu’une diminution de I'hydratation de la couche cornée sont rapportées sur I'ensemble

de I'épiderme des patients avec un phénotype accentué au niveau des zones lésionnelles. Des

Figure 29 : Caractéristiques macroscopiques et microscopiques de la dermatite atopique. (A) Lychénification
provoquée par le grattage chez I'adulte. (B-D) Colorations hémalun-éosine d’une peau
saine (B) et d’'une peau atopique (C-D), au niveau de laquelle on observe une importante acanthose, une
spongiose et un cedéme intercellulaire, une hyperkératose et une parakératose (C) ainsi qu’un important
infiltrat inflammatoire dermique (D). Barres d’échelle = 20 um.
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anomalies au niveau des structures de la couche cornée ont aussi été mises en évidence,
principalement au niveau des zones lésionnelles telles que : une diminution de la cohésion de la
couche cornée, une sécrétion réduite des corps lamellaires et un aspect anormal de la matrice
intracornéocytaire et de I'enveloppe cornée, ainsi qu’une altération de la composition des lipides
intercornéocytaires . De
plus, une complication fréquente de la dermatite atopique est la surinfection cutanée virale ou par
Staphylococcus aureus (retrouvée chez 90% des patients; ),
expliquée au moins en partie par I'alcalinisation de I'épiderme des patients, favorable a la croissance
de cette bactérie.

La dermatite atopique évolue fréquemment vers I'asthme, la rhinite allergique ou des allergies
alimentaires : on parle de « marche atopique »

37 a 50% des patients atteints d’ichtyose vulgaire ont une dermatite atopique associée et environ
8% des patients atteints de dermatite atopique présentent des signes cliniques d’ichtyose vulgaire.
On sait depuis longtemps que dans I'épiderme des patients, la quantité de FLG est diminuée au
niveau des zones lésionnelles mais aussi au niveau de I'épiderme cliniquement sain

. Mais ce n’est qu’en 2006 que Palmer et al. ont démontré une association entre des mutations
non-sens du géne FLG et la dermatite atopique. Cette étude montre qu’environ la moitié des patients
irlandais atteints de dermatite atopique sont porteurs d’'une mutation du géene FLG

. Jusqu’alors, la dermatite atopique était décrite comme une maladie immunologique, le défaut
de barriere épidermique étant considéré comme une conséquence des anomalies du systeme
immunitaire. L'implication des mutations non-sens de la FLG a marqué un tournant dans la
compréhension de cette maladie, suggérant que la présence d’un défaut de la barriere épidermique
puisse étre, du moins dans certains cas, initiatrice de la pathologie. Depuis cette premiere
publication, de nombreuses études génétiques et méta-analyses ont permis de confirmer le lien
entre plus de 50 mutations entrainant une perte de fonction de la FLG et la dermatite atopique,
faisant des mutations du géne FLG le plus fort facteur de prédisposition a la dermatite atopique
connu a ce jour dans les populations européennes et asiatiques . Bien que
guelques-unes des mutations décrites soient retrouvées aussi bien chez les patients européens
gu’asiatiques, elles sont en majorité spécifiques d’'une population donnée. De plus, deux études
récentes montrent que les mutations non-sens de FLG ne sont pas retrouvées chez des patients sud-
africains et afro-américains . Ces mutations
semblent donc dépendantes de I'origine ethnique des patients.

Méme si les mutations de la FLG prédisposent au développement de la dermatite atopique, elles
n’expliquent pas a elles seules la survenue de la maladie puisque qu’elles sont retrouvées chez des

individus sains ou atteints d’ichtyose vulgaire uniqguement et que de nombreux patients atteints de
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dermatite atopique ne portent pas de telles mutations du gene FLG. De récentes analyses génétiques
ont permis de mettre en évidence I'implication de nombreux locus/génes dans la susceptibilité a la
dermatite atopique. La majorité de ces génes sont associés a la réponse immunitaire (innée et
adaptative) et a la fonction de barriére épidermique (SPINK5, KLK7, filaggrine-2, ...)

. En outre, 'augmentation de la prévalence de la dermatite
atopique dans les pays industrialisés souligne l'influence de facteurs environnementaux sur le
développement effectif de la maladie. L'excés d’hygiene, en particulier via I'usage excessif de savons
et autres détergents fragilisant la barriere cutanée, associé a une exposition croissante a des
polluants atmosphériques et allergénes environnementaux sont probablement les causes de cette
augmentation.

Cependant, l'implication de la FLG dans la dermatite atopique semble majeure puisqu’une
diminution de I'expression de la FLG, et en particulier une diminution de la détection des monomeéres
de FLG, est observée dans I'épiderme des patients atteints de dermatite atopique, qu’ils soient
porteurs d’une mutation du géne FLG ou non . Cette diminution peut étre
causée par I'effet des cytokines pro-inflammatoires. En effet, lorsque des kératinocytes humains en
culture sont traités avec de I'lL-4, IL-13 ou IL-25, I'expression de la (pro)FLG est trés fortement
réduite au niveau des taux de transcrits et de la protéine

. L'expression d’autres protéines impliquées dans la différenciation épidermique
est aussi réduite par ces traitements cytokiniques. Ainsi chez les patients atteints de dermatite
atopique non porteurs de mutation de FLG, le défaut de FLG semble étre di a la réponse
inflammatoire. Il est important de noter que d’autres facteurs peuvent réguler le niveau de (pro)FLG
et notamment des facteurs environnementaux . De plus, I'expression et/ou
I'activité de la caspase 14 et de la bléomycine hydrolase sont diminuées dans I'épiderme des patients

. Cela suggere gu’en plus du défaut de synthese de la
FLG, une altération de sa protéolyse pourrait participer aux altérations de la barriere cutanée

observées dans la maladie.

4. Les multiples fonctions de la filaggrine

De nombreux essais in vitro, la génération de modeéles déficients en FLG, ainsi que I'étude de
I'impact des mutations non-sens de FLG chez les patients atteints d’ichtyose vulgaire et de dermatite
atopique, ont permis de mettre en évidence diverses fonctions de la protéine. Certaines d’entre elles
sont maintenant clairement démontrées alors que d’autres restent putatives ou décryptées de fagon

incomplete. Un schéma récapitulatif est proposé a la
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Figure 30 : Les multiples fonctions de la filaggrine dans I'homéostasie épidermique.

a. Réles des domaines amino- et carboxy-terminaux de la profilaggrine

Une fois clivé, le domaine amino-terminal de la proFLG est, au moins en partie, transloqué au
noyau grace au signal de localisation nucléaire situé dans le sous-domaine B, et les sous-domaines A
et B seraient alors séparés . Il a été suggéré que le domaine B, de par
sa nature basique et hydrophobe, puisse se lier a I’ADN et agir en tant que facteur de transcription
mais cela n’a jamais été démontré . En outre, le domaine amino-terminal de la
proFLG est capable de fixer le calcium via les domaines EF-hand du sous-domaine A

. L'effet de la fixation du calcium sur ce domaine est inconnu mais il a été supposé que celui-ci
constitue un «réservoir» de calcium intracellulaire, élément clé de la régulation de Ia
différenciation épidermique . Ceci pourrait ainsi permettre a la proFLG de
réguler sa propre expression et son métabolisme, via la régulation de l'activité des enzymes
dépendantes du calcium impliquées telles que les PADs, les TGases et certaines protéases, ainsi que
de moduler la transcription de nombreuses protéines de la différenciation épidermique

. Une étude récente a montré que la surexpression du domaine amino-terminal dans des
peaux reconstruites altere la différenciation épidermique en engendrant notamment une diminution
de I'expression de la proFLG ainsi que de la loricrine et de la kératine 10. Cela inhibe de plus la
prolifération . Notons de plus que dans le modele d’épiderme humain déficient en

FLG (dans lequel le domaine amino-terminal de la FLG n’est donc pas produit) généré dans mon
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laboratoire, des défauts de différenciation sont observés et I'expression de la loricrine est la aussi
diminuée . Le domaine amino-terminal de la FLG semble donc intervenir de
maniére subtile dans la régulation de la différenciation épidermique.

Le domaine amino-terminal de la proFLG pourrait également jouer un réle dans la dégradation du
noyau qui se produit lors de la transition couche granuleuse/couche cornée. Ceci a été suggéré par le
fait que ce domaine colocalise avec de I'ADN fragmenté au niveau des cellules transitionnelles de
I'épiderme

Enfin, une partie des domaines amino-terminaux de la proFLG entrerait dans la composition de
I’enveloppe cornée puisque les domaines A et B sont détectés a la périphérie des cornéocytes, méme
dans les assises les plus superficielles de la couche cornée

Pour sa part, la fonction du domaine carboxy-terminal reste inconnue. Quelques données
suggerent cependant que sa présence est nécessaire pour que la production de la proFLG et de la
FLG se déroule normalement. En effet, parmi les mutations du géne FLG responsables de I'ichtyose
vulgaire, certaines se situent au niveau des régions condant les derniéres répétitions de FLG
(notamment les mutations c.11033del4 au niveau de la dixieme sous-unité de FLG et p.Lys4021Ter au
niveau de la sous-unité tronquée de FLG en amont du domaine C-terminal) et devraient en théorie
permettre la synthése d’une proFLG comprenant la majeure partie des sous-unités de FLG. Il a

pourtant été montré que ces mutations engendrent une forte diminution du ratio proFLG/FLG

b. Rble des monomeres de FLG

Comme nous l'avons déja vu dans le paragraphe consacré a la cornification , les
monomeres de FLG assurent des fonctions multiples dans I'épiderme :

- Agrégation des filaments intermédiaires de kératines

Les monomeres de FLG s’associent aux filaments de kératines et facilitent leur agrégation,
essentielle a la formation de la matrice fibreuse intracornéocytaire . Ceci a
initialement été démontré in vitro : lorsque des filaments intermédiaires de kératines de rat sont
incubés avec des monomeres de Flg cela induit leur agrégation. En effet, la Flg présentant
globalement une charge basique, elle est capable de se lier aux kératines

. Il semble que ces interactions se fassent principalement via I’établissement de
liaisons ioniques formant une sorte de « fermeture éclair ionique » selon Mack et al.
Ces liaisons ioniques se forment principalement entre les charges positives des résidus histidine et
arginine et négatives des coudes B de la Flg et les charges positives et négatives régulierement

réparties le long des domaines centraux des kératines . La proFlg phosphorylée,
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beaucoup plus acide que le monomere, est quant a elle incapable d’agréger les filaments de
kératines in vitro . Cette fonction de la Flg a ensuite été confirmée in
vivo. L'épiderme de souris pour lesquelles le gene Flg a été invalidé présente en effet une
désorganisation du cytosquelette de kératines . De méme, d’importants
défauts de formation de la matrice intracornéocytaire ont été observés dans les épidermes
reconstruits humains déficients en FLG produits dans mon laboratoire . Enfin,
des altérations de l'organisation des filaments de kératines, avec notamment une rétraction

périnucléaire, ont été mises en évidence dans I'épiderme de patients atteints d’ichtyose vulgaire

Figure 31 : Agrégation des filaments de kératines par les monomeéres de filaggrine. (A) Observation en
microscopie électronique a transmission de filaments intermédiaires de kératines de rat seuls (a) ou mélangés
a des monomeres de Flg (b). (B) Modele de l'interaction en « fermeture
éclair ionique » entre les monomeres de Flg et les filaments intermédiaires de kératines.

- Production des acides aminés du FNH

Comme décrit plus haut, les acides aminés et dérivés d’acides aminés composant le FNH sont
principalement générés par la protéolyse des monomeres de la FLG faisant suite a sa désimination.

La FLG joue ainsi un réle majeur dans les diverses fonctions assurées par ces éléments du FNH

- Composants mineurs de I'’enveloppe cornée

Une petite partie des monomeres de FLG est incorporée a 'enveloppe cornée et représente
environ 7% des protéines totales de celle-ci . La FLG serait principalement
liée a la loricrine au sein des enveloppes cornées

- Réle antimicrobien potentiel

En plus du réle antimicrobien du FNH et en particulier de 'UCA et du PCA (via I'acidification du
stratum corneum), la FLG pourrait constituer un réservoir de peptides antimicrobiens. En effet, des
peptides recombinants de proFLG humaine (correspondant a des fragments de sous-unités de FLG
mais aussi a des fragments des domaines amino- et carboxy-terminaux), ont montré une activité
antibactérienne in vitro contre des souches d’Escherichia coli, de Staphylococcus aureus et de

Porphyromonas aeruginosa
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lll. LE FOLLICULE PILEUX ET LA TRICHOHYALINE

Au cours de ma thése, la mise en place d’une nouvelle collaboration m’a donné I'opportunité de
participer a I'étude d’une maladie du cheveu
Ainsi, ce troisieme chapitre décrit brievement |'organisation et la différenciation du follicule pileux
ainsi que la structure et la fonction de la TCHH, une protéine apparentée a la filaggrine et exprimée

dans le follicule pileux.

A. Structure du follicule pileux

Les follicules pileux sont présents sur toute la surface de la peau, a I'exception des zones
palmoplantaires, des lévres et de certaines parties génitales. Chez I’homme, on en dénombre environ
5 millions, dont 100 000 a 150 000 au niveau du cuir chevelu.

Les follicules pileux se forment lors du développement embryonnaire via des interactions entre
les cellules ectodermiques et des cellules du mésoderme. lls s’invaginent dans le derme ou
I’hypoderme et sont toujours accompagnés d’'une glande sébacée et, dans certains territoires, d’'un
muscle arrecteur et/ou d’une glande sudoripare apocrine

Le follicule pileux présente une structure complexe ; il est formé d’une tige pilaire guidée par des
gaines épithéliales concentriques et est entouré d’une gaine conjonctive synthétisée par les
fibroblastes et essentiellement constituée de collagénes de types | et llI

La papille dermique est un bourgeonnement d’origine dermique qui se trouve a la base du
follicule pileux et qui est en continuité avec la gaine conjonctive. Elle est le point d’ancrage du
follicule pileux. Fortement vascularisée et innervée, elle participe a la nutrition des cellules
folliculaires et a la régulation du cycle pilaire.

La matrice pilaire, qui constitue la base du follicule pileux, est séparée de la papille dermique par
une lame basale. Les cellules de la matrice sont des kératinocytes mitotiquement trés actifs. C’'est
également dans cette zone que lI'on trouve les mélanocytes responsables de la synthese des
mélanines donnant sa couleur au cheveu. La différenciation des cellules matricielles va donner
naissance aux différents types cellulaires composant le follicule pileux mature. Ces différents types
cellulaires sont organisés en couches concentriques que I'on peut décrire en trois compartiments
principaux : la tige pilaire, la gaine épithéliale interne et la gaine épithéliale externe

La tige pilaire, dont le diametre varie de 50 a 100 um, est composée de deux a trois couches. De
la périphérie vers le centre, on trouve : la cuticule, le cortex et la médulla (lorsque celle-ci existe).
Le cortex représente la majorité de la structure. Il est formé de plusieurs assises de

kératinocytes. Une fois différenciées, les cellules corticales sont allongées de maniére parallele a
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I'axe de la tige pilaire. Elles sont mortes et majoritairement composées de macrofibrilles de

kératines, entre lesquelles on observe quelques rémanents cellulaires. La membrane nucléaire

semble notamment devenir insoluble et persister alors que la chromatine a été totalement dégradée
. Le cortex confére ainsi a la tige pilaire sa rigidité.

La médulla, lorsqu’elle existe, se retrouve sur une section de 10 a 20 um au centre du cortex. Elle
est abondante dans les poils de barbe et souvent absente dans les poils ou cheveux fins. Les cellules
de la médulla suivent un programme de mort cellulaire tres spécifique, initié par la formation de
granules de TCHH et aboutissant a la formation de cavités entre les cellules. La médulla participe
ainsi au role d’isolant thermique des poils. Des cellules corticales peuvent par ailleurs se retrouver

insérées au sein des cellules médullaires ou partiellement segmenter la médulla

Figure 32 : Structure du follicule pileux. (A) Représentation schématique de la structure d’un follicule pileux
anagene. (B) Coloration hémalun-éosine d’un follicule pileux anagene. Les cellules
d’amplification transitoire provenant de la gaine épithéliale externe au niveau du bulge migrent vers la matrice
du follicule pileux afin de renouveler les cellules prolifératives de la matrice. Les cellules de la matrice se
divisent puis migrent vers la surface et se différencient pour générer les différentes couches du follicule.

(C) Observation en microscopie électronique a transmission d’une
coupe longitudinale d’un follicule pileux en cours de différenciation. Les fleches rouges indiquent la présence
de grains de TCHH. He : couche de Henlé, Hu : couche de Huxley, ico : cuticule de la gaine interne, cu : cuticule
de la tige pilaire, co : cortex, med : médulla, mc : cellules corticales insérées dans la médulla.
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A la périphérie de la tige pilaire, la cuticule est formée de plusieurs assises de kératinocytes aplatis
et cornifiés se chevauchant . Ces cellules cuticulaires différenciées sont bipolarisées et
présentent une structure complexe. Sur la face externe de ces cellules, on observe une structure
protéique rigide, appelée « couche A », qui fait penser a I'’enveloppe cornée épidermique. Elle est
recouverte d’'une couche lipidique composée d’acides gras libres a longue chaine. La cuticule est ainsi
responsable de I’'hydrophobicité de la tige pilaire

La gaine épithéliale interne est formée de trois couches. De l'intérieur vers |'extérieur, on trouve
la cuticule de la gaine interne, la couche de Huxley et la couche de Henlé. La cuticule de la gaine
interne est une monocouche de cellules aplaties disposées en écailles, la couche de Huxley est
constituée de plusieurs assises cellulaires et la couche de Henlé est formée d’une assise de cellules
cubiques. Avant la cornification des cellules de la gaine, on observe des granules de TCHH en
guantité abondante dans leur cytoplasme . Une fois cornifiée, la gaine épithéliale interne
constitue une structure tres rigide qui semble jouer un réle important dans la détermination de la
forme de la tige pilaire. Dans la partie supérieure du follicule pileux, les kératinocytes se détachent
dans le canal folliculaire au cours d’un processus semblable a la desquamation, libérant ainsi la tige
pilaire

Enfin, la gaine épithéliale externe est en continuité avec I'épiderme interfolliculaire. Elle est
séparée de la gaine épithéliale interne par une monocouche de cellules, appelée gaine de Ito ou
couche de compagnie. Le bulge est un renflement de la gaine épithéliale externe situé sous
I"abouchement du canal sébacé, visible surtout pour les poils de souris, et qui sert de point d’attache
au muscle arrecteur du poil. Il héberge une partie des cellules souches qui assurent la croissance et
I"auto-renouvellement du follicule pileux. Elles sont capables de donner naissance a des cellules
progénitrices folliculaires (ou cellules d’amplification transitoires) qui migrent alors vers la base du
follicule pileux afin de renouveler les cellules prolifératives de la matrice

En outre, les cellules souches du bulge peuvent aussi générer des cellules
progénitrices de I'épiderme interfolliculaire ou des sébocytes afin de renouveler ces structures lors
d’une blessure. Elles jouent ainsi un role important lors de la cicatrisation. Des expériences de suivi
de descendance de ces cellules souches ont cependant montré qu’elles ne participent pas a

I’'homéostasie de I'épiderme normal, qui posséde ses propres cellules souches

B. Le cycle pilaire

Le follicule pileux est une structure dynamique qui subit un processus de renouvellement

cyclique. Chez I’lhomme, chaque follicule pileux engendre une vingtaine de poils ou cheveux durant
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une vie. Le cycle pilaire se décompose en trois phases : anagéne, catagene et télogéne

La phase anagéne correspond a la phase de croissance du poil. Elle est caractérisée par une intense
activité mitotique et dure 2 a 8 ans au niveau du cuir chevelu, alors qu’elle est inférieure ou égale a 6
mois dans les autres zones du corps. Plus de 80% de nos cheveux sont ainsi en phase anagéne. La
phase catagene est une phase de régression durant environ 2 semaines et au cours de laquelle les
deux tiers inférieurs du follicule pileux vont subir une apoptose intense conduisant a sa destruction
progressive. Enfin, la phase télogene est une phase de latence qui dure 3 a 4 mois. Durant cette
phase, la papille dermique est maintenue a proximité du bulge. Lorsqu’un seuil critique de facteurs
activateurs est atteint, les cellules progénitrices du bulge s’activent et engendrent le début d’une
nouvelle phase anagéne. Le follicule, considéré comme mort, finit ainsi par étre expulsé par la

poussée d’un nouveau poil

Figure 33: Le cycle pilaire. Au cours du développement embryonnaire, 'ectoderme et le mésoderme
interagissent pour permettre la morphogenése du follicule pileux. Une fois le follicule pileux mis en place, il va
obéir a un cycle dynamique de renouvellement permanent ol phases de croissance (anagene), de régression
(catagene) et de latence (télogene) s’alternent.
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C. Les grandes étapes de la différenciation du follicule pileux

Les cellules de la matrice du follicule pileux se divisent de maniére active et migrent
progressivement vers le haut du follicule. A partir d’'une certaine zone, appelé niveau critique ou
ligne d’Auber, les cellules, a I'exception de celles de la gaine épithéliale externe, cessent de se diviser
et commencent a se différencier. Selon les couches dans lesquelles elles s’engagent, les cellules
folliculaires vont subir des processus de différenciation spécifiques et asynchrones . Elles
vont notamment exprimer des protéines spécifiques, et en particulier un panel de kératines et de
protéines associées aux kératines (des familles riches en souffre, tres riches en souffre, et riches en
glycine et tyrosine), en fonction de la couche folliculaire dans laquelle elles se trouvent et de leur
stade de différenciation . Ceci fait de la différenciation

folliculaire un phénomene extrémement complexe.

Figure 34 : Différenciation du follicule pileux. Représentation schématique des principales modifications
morphologiques subies par les différents types cellulaires du follicule pileux au cours de sa différenciation.
ORS : gaine épithéliale externe, IRS : gaine épithéliale interne, dp : papille dermique, mat : matrice, co : cortex,
med : médulla.

Au fur et a mesure de leur migration vers la surface cutanée, les cellules corticales et cuticulaires
de la tige pilaire s’allongent dans le sens de la pousse. Parallelement a leur élongation, les cellules

cuticulaires se superposent les unes aux autres telles des tuiles. L’élongation de ces cellules coincide
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avec la cornification précoce de la couche de Henlé suivie de celles de la cuticule puis de la couche de
Huxley de la gaine épithéliale interne. Dans cette méme zone, la gaine épithéliale externe s’épaissit
progressivement vers la surface cutanée, comme on l'observe sur le cliché de microscopie
électronique a transmission de la . La combinaison de ces événements semble exercer une
pression latérale sur les cellules internes, ce qui contribue probablement a leur déformation. En
outre, la rigidification de la gaine épithéliale interne via sa cornification, qui a lieu en amont de celle
du cortex et de la cuticule de la tige pilaire, semble jouer un réle majeur dans la détermination de la
forme de la tige pilaire.

La différenciation des trois couches de la gaine interne est caractérisée par la synthése de TCHH
qui forme dans un premier temps des granules cytoplasmiques de grandes tailles . La
TCHH se disperse ensuite progressivement et s’associe aux filaments de kératines auxquels elle est

liée alors de maniere covalente. Une kératinisation semblable a celle du cortex de la tige pilaire se

déroule dans ces cellules, avec agrégation et alignement des filaments de kératines paralléelement au
sens de la pousse, a la différence que les liaisons covalentes stabilisant la structure sont ici
principalement des liaisons isopeptidiques catalysées par les TGases et non des ponts disulfures. Les
cellules kératinisées de la gaine épithéliale interne sont finalement éliminées dans la partie
supérieure du follicule pileux, avant 'abouchement du canal sébacé, ce qui aboutit a la libération de
la tige pilaire. Il semblerait qu’elles soient éliminées via un processus impliquant une activité
protéolytique accrue, similaire au phénomene de desquamation épidermique

Simultanément a leur élongation, les cellules du cortex se différencient puis se kératinisent. Elles
expriment dans un premier temps les kératines 35 (type I) et 85 (type Il), qui s’assemblent en
hétérodimeres au sein des filaments intermédiaires , puis celles-ci sont
ensuite remplacées par plusieurs autres isoformes de type | et de type Il, et diverses protéines
associées aux kératines sont exprimées de concert. L'expression de ces kératines et protéines
associées aux kératines spécifiques engendre la production intense de filaments intermédiaires, qui
s’agregent progressivement et s’organisent de maniéere paralléle a I'axe d’élongation a mesure que
les cellules migrent vers la surface. L'assemblage de plusieurs centaines de filaments intermédiaires
aboutit a la formation des macrofibrilles du cortex. Ces structures sont stabilisées via la formation de
liaisons disulfures interchaines. On compte une dizaine de macrofibrilles par cellule corticale. En fin
de kératinisation, la chromatine ainsi que la majorité des organelles sont dégradées, seuls quelques
débris de membranes nucléaires insolubles persistent entre les macrofibrilles . Apres la
kératinisation, le cortex suit une phase de consolidation durant laquelle les filaments adoptent leur

arrangement final suite a la déshydratation et a I'oxydation des cellules.
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Figure 35 : Différenciation du cortex. (A) Observation en microscopie électronique a transmission du cortex a
différents stades de différenciation. Lors de la différenciation, les filaments intermédiaires de kératines (KIF)
s’associent les uns aux autres de maniére parallele au sens de la pousse et forment les macrofibrilles. (B) Une
fois différenciée, chaque cellule corticale contient une dizaine de macrofibrilles, elles-mémes composées de
I'association de centaines de filaments intermédiaires de kératines.

Les cellules cuticulaires de la tige pilaire expriment des kératines spécifiques : les kératines 32 et
82. Bien que des systemes filamentaires puissent étre observés durant la phase d’élongation, il n’y a
pas de macrofibrilles qui se forment au sein de la cuticule. Par contre, I'apparition de granules
coincide avec I'expression de diverses protéines associées aux kératines spécifiques de la cuticule.
Les granules, de petites tailles, s’agregent dans le cytoplasme le long de la paroi périphérique pour
constituer la couche A (une structure semblable a I'enveloppe cornée épidermique). Pendant la
phase de kératinisation, les kératines 39 et 40 viennent remplacer les précédentes et se lient a des
protéines associées aux kératines riches en soufre, via un dense réseau de liaisons covalentes pour
former la structure amorphe et homogéne de I'exocuticule. Lorsque I'exocuticule est constituée, les
résidus cytoplasmiques se condensent et se regroupent au niveau de la paroi interne de la cellule
pour former I'endocuticule

En paralléle a la différenciation des cellules du cortex et de la cuticule, les cellules de la médulla,
lorsqu’elles existent, suivent un programme de mort cellulaire bien particulier. Un des premiers
signes de différenciation des cellules de la médulla est la formation de granules de TCHH dans leur
cytoplasme. Vient ensuite la formation de pseudopodes (déformation de la membrane plasmique)

sur les faces latérales des cellules de la médulla. Simultanément, les cellules corticales forment des
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protrusions s’invaginant dans la médulla au niveau de ces pseudopodes. Les cellules de la médulla
meurent progressivement et se rétractent pendant que les granules de TCHH qu’elles contiennent se
dispersent et forment une matrice amorphe. La rétractation des cellules, associée a I'augmentation
de la surface membranaire et a la pression latérale, finit par engendrer la formation de cavités entre

les cellules de la médulla

Figure 36 : Différenciation de la cuticule de la tige pilaire. (A) Observation en microscopie électronique a
transmission de la cuticule de la tige pilaire a différents stades de différenciation. Lors de la différenciation, la
cellule se polarise : la couche A (A) se forme alors que I'exocuticule (Ex) apparait plus progressivement. Les
résidus cytoplasmiques se condensent ensuite et se regroupent au niveau de la paroi interne pour former
I’endocuticule (En). (B) Observation en microscopie électronique a balayage de
la cuticule de la tige pilaire.

Figure 37 : Différenciation de la médulla. (A) Observation en microscopie électronique a transmission de la
médulla a différents stades de différenciation. Des granules de TCHH (tétes de fleche rouges) apparaissent tout
d’abord dans le cytoplasme des cellules. Des pseudopodes se forment ensuite au niveau des membranes
latérales des cellules. A cause de la pression latérale, des protrusions de cellules corticales s’invaginent dans les
cellules corticales au niveau des pseudopodes et des cavités se forment entre les cellules. En parallele, les
cellules corticales meurent et se rétractent, ce qui élargit encore d’avantage les cavités. M : médulla, Cx:
cortex.
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D. Latrichohyaline

Comme nous venons de le voir, la TCHH est impliquée dans les processus de différenciation de la
médulla ainsi que des cellules de Huxley, Henlé et cuticulaires de la gaine épithéliale interne. Cette
protéine est d’autre part le premier substrat des PADs a avoir été identifié par Rogers et Taylor en

1977

1. Structure de la trichohyaline

Comme la FLG, la TCHH appartient a la famille des SFTPs . C’'est une protéine
de haut poids moléculaire (220 kDa) qui est constituée, comme toutes les SFTPs, d’un domaine
amino-terminal de type S100 (domaine 1), d’un grand domaine central répétitif et d’'un domaine
carboxy-terminal (domaine 9). Sa partie centrale a la particularité d’étre tres riche en acides
glutamiques (28,6%), arginines (23,9%) et glutamines (19,3%) . Elle est constituée de
quatre sous-domaines répétitifs (domaines 3, 4, 6 et 8) présentant une structure principalement en
hélices alpha, séparés par des domaines « linkers » ou « espaceurs » (domaines 2, 5 et 7). Le
domaine 6 est constitué de 8 répétitions d’'une séquence tres conservée de 30 acides aminés, et le
domaine 8 de 23 répétitions contenant au plus 26 acides aminés . En
outre, sa grande richesse en arginines fait de la TCHH un substrat privilégié des PADs,
qui je le rappelle catalysent la conversion des résidus arginine en résidus citrulline appelée
désimination . La TCHH présente aussi la particularité de porter
332 résidus glutamine et 104 résidus lysine, pouvant potentiellement étre impliqués dans la
formation de liaisons e-(y-glutamyl)-lysine catalysée par les TGases. De telles liaisons ont été
retrouvées sur toute la longueur de la TCHH, hormis dans les domaines amino- et carboxy-terminaux
(domaines 1 et 9). Il a été montré que les domaines 6 et 8 de la TCHH sont principalement impliqués
dans l'interaction avec les kératines. De plus, les molécules de TCHH sont liées entre elles et a
d’autres protéines composant I'enveloppe cornée majoritairement via les résidus glutamine et lysine

des domaines 2 a 5; la plupart des liaisons intra-TCHH ayant été retrouvées au niveau du domaine 5

Figure 38 : Structure de la trichohyaline.
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. Cependant, il a été récemment démontré, grace a I'expression in cellulo de
formes recombinantes de TCHH entiere et tronquées, que le domaine carboxy-terminal de la TCHH

est nécessaire pour induire la formation du réseau de filaments intermédiaires de kératines

2. Expression et métabolisme de la trichohyaline dans le follicule pileux

La TCHH est exprimée dans les trois types cellulaires de la gaine épithéliale interne ainsi qu’au
niveau de la médulla . Elle est également détectée dans I'épithélium de I'estomac des
rongeurs, les papilles filiformes de la langue, le lit de I'ongle et I'épithélium cornifié du palais dur. Elle
est de plus parfois détectée au niveau de la couche granuleuse de I'épiderme du prépuce des

nouveau-nés, ou se formeraient des granules hybrides de TCHH et FLG

Lors de la différenciation des couches de la gaine épithéliale interne, la TCHH néo-synthétisée
s’accumule dans des granules amorphes. La TCHH présente a la périphérie des granules est ensuite
désiminée par les PADs, ce qui induit une augmentation de sa solubilité
Ceci permet une meilleure accessibilité de la TCHH aux TGases qui vont alors catalyser la formation
de liaisons isopeptidiques intra- et intermoléculaires. La TCHH est ainsi liée a ses partenaires
protéiques dont les principaux sont les kératines, et participe ainsi a I'organisation des filaments
intermédiaires de kératines en macrofibrilles au sein de la gaine épithéliale interne
Elle est aussi liée a un certain nombre de protéines de I'enveloppe cornée, comme l'involucrine, et
servirait ainsi de lien entre les macrofibrilles de kératines et I'enveloppe cornée, renforgant encore la
rigidité des cellules de la gaine épithéliale interne

Dans la médulla, la TCHH présente un métabolisme similaire a la différence que, les filaments de
kératines y étant peu abondants, la TCHH désiminée est principalement liée a elle-méme par les
TGases et forme des agrégats amorphes participant a la rétractation des cellules de la médulla et
donc a la formation de cavités

In vitro, il a été montré que le domaine 8 de la TCHH est plus rapidement lié par les TGases
lorsqu’il est désiminé, la TGase 3 étant le plus efficace des isotypes. Il a donc été proposé que la
TGase 3 soit responsable de la formation des liaisons isopeptidiques entre la TCHH et ses partenaires

au sein du follicule pileux, bien que d’autres TGases y soient aussi exprimées
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Figure 39 : Localisation de la trichohyaline dans le follicule pileux et modeéle de la maturation de la
trichohyaline dans la gaine épithéliale interne et dans la médulla. (A) Immunodétection de la TCHH avec
I’'anticorps AE16 sur une coupe de follicule pileux humain. L’anticorps AE16 reconnait la TCHH désiminée a la
périphérie des granules. GEl: gaine épithéliale interne, M : médulla. (B)
Immunomarquage de la TCHH en microscopie électronique a transmission avec I’anticorps AE15 (a) et AE17 (b).
L'anticorps AE15 marque la totalité des granules de TCHH et reconnaitrait donc principalement les formes non
désiminées de la TCHH. L’anticorps AE17 marque uniquement la TCHH associée aux filaments intermédiaires de
kératines. (C) Modele du métabolisme de la TCHH dans la médulla et dans la
gaine épithéliale interne. La TCHH est d’abord stockée au sein de granules. Elle est ensuite désiminée par les
PADs, ce qui la rend soluble et accessible aux TGases. Dans la médulla, elle est essentiellement liée a elle-méme
et forme des agrégats amorphes alors que dans la gaine interne, elle est liée aux filaments de kératines et
permet leur association paralléle aboutissant a la formation de macrofibrilles.

3. Implications physiopathologiques de la trichohyaline

a. Trichohyaline et forme du cheveu

La TCHH semble jouer un réle dans la morphologie du cheveu. En effet, une étude d’association
pangénomique, portant sur la forme du cheveu (cheveux raides, ondulés ou bouclés) et réalisée a
I'aide de trois cohortes australiennes, a montré qu’il existe une association entre la présence d’un
polymorphisme du géne de la TCHH (rs11803731 : TCHH ¢.2368T>A ; TCHH p.Leu790Met) et la forme
raide. Ces résultats ont depuis été confirmés par une seconde étude réalisée avec deux cohortes
européennes. Ce polymorphisme expliquerait ainsi 6 % de la variation de la morphologie capillaire

dans les populations étudiées
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Dans ce variant de la TCHH, un résidu leucine situé dans le domaine 5 de la protéine est substitué
par un résidu méthionine. Le domaine 5 est peu structuré et n’est pas organisé en hélice-a. L'impact
de cette substitution sur la structure ou la régulation de la TCHH reste inconnu.

Cette découverte est en accord avec I’hypothese, depuis longtemps proposée par les spécialistes
de la biologie du cheveu, selon laquelle la structure de la gaine épithéliale interne joue un réle

prépondérant pour la détermination de la forme de la tige pilaire

b. Trichohyaline et alopecia areata

La TCHH est une des cibles des autoanticorps retrouvés dans I'alopecia areata (OMIM #104000 ;

). Cette pathologie touche environ 2% de la population mondiale. Elle se caractérise

par la perte des cheveux par plagues et peut aller jusqu’a engendrer une absence totale de poils sur
toute la surface du corps. Elle s"accompagne parfois d’anomalies au niveau des ongles. Le role de ces

autoanticorps dans la physiopathologie de la maladie reste encore a explorer.
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IV. LES PEPTIDYL-ARGININE DESIMINASES

Comme nous l'avons brievement apercu dans les chapitres précédents, les PADs interviennent
dans le métabolisme de la FLG ainsi que dans celui de la TCHH. Ces enzymes étant I'un des principaux
objets de ma these, ce dernier chapitre leur est consacré. Comme vous allez le voir, les PADs sont
présentes dans bien d’autres tissus que I'épiderme et le follicule pileux et sont impliquées dans de
multiples processus physiologiques et dans diverses pathologies. Ces derniéres années, un intérét
croissant pour ces enzymes s’est ainsi développé, comme l'illustre I'importante augmentation du

nombre de publications scientifiques a leur sujet

Figure 40 : Nombre de publications concernant les peptidyl-arginine désiminases et la désimination. Citation
Report, Web of Science. Mots clés : « deimination » ou « citrullination » ou « peptidylarginine deiminase » ou
« protein arginine deiminase ».

Dans ce dernier chapitre, les caractéristiques biochimiques et structurales des PADs seront
décrites et une bréve revue, non exhaustive, de leurs diverses implications physiologiques et

pathologiques sera présentée.

A. De la citrulline libre a la découverte des peptidyl-arginine désiminases

La citrulline est un acide aminé organique non essentiel qui a été isolé pour la premiere fois sous
forme libre (L-citrulline) a partir de jus de pastéque (Citrullus Vulgaris) en 1914 par Koga et Ohtake,
puis identifié par Wada en 1930 . Des 1939, la présence de citrulline au sein
de la séquence peptidique de protéines, telles que le caséinogene ou l'albumine, a été mise en
évidence a 'aide d’un test colorimétrique spécifique permettant sa détection . Comme
aucun codon spécifique pour cet acide aminé n’a été découvert, il a été proposé que sa présence au
sein d’une séquence peptidique soit due a une modification post-traductionnelle. En 1958, Rogers et

Simmonds ont mis en évidence la présence d’une protéine hautement citrullinée (ou désiminée)
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dans la laine de mouton . C'est seulement en 1977, pres de 20 ans plus
tard, que Rogers et Taylor ont décrit, pour la premiere fois, une activité enzymatique, au sein du
follicule pileux de cochon d’Inde, capable de convertir les arginines en citrullines, et ceci de maniére
calcium-dépendante . La cible de cette activité enzymatique a ensuite
rapidement été identifiée comme étant la TCHH . En 1981, une enzyme
catalysant cette conversion a été purifiée a partir d’épiderme de rat et caractérisée pour la premiere
fois. Elle a été nommeée « peptidyl-arginine désiminase » ou PAD (E.C.3.5.3.15) car elle est capable de
désiminer les arginines présentes au sein d’'une séquence peptidique alors que son action sur
I'arginine libre est négligeable . Depuis, il a été démontré qu'’il existe en
fait 5 isotypes de PADs chez I'homme.

Notons que la citrulline libre est majoritairement produite par les synthases d’oxyde nitrique (NO-
synthases) lors de la synthese d’oxyde nitrique a partir d’arginine. La citrulline libre peut aussi étre
produite a partir d’ornithine lors du cycle de I'urée par I'action de I'ornithine carbamyltransférase

. Ces deux familles d’enzymes sont distinctes des PADs, elles ne sont pas calcium-
dépendantes, elles ne présentent pas d’homologie de séquence et ne permettent pas de produire de
la citrulline au sein d’une chaine polypeptidique comme peuvent le faire les PADs lors de la réaction

de désimination, décrite ci-dessous.

B. Laréaction de désimination catalysée par les PADs et ses conséquences

La désimination (aussi appelée citrullination) est une modification post-traductionnelle calcium-
dépendante catalysée par les PADs au cours de laquelle un résidu arginine, présent au sein d’une
séquence peptidique, est transformé en résidu citrulline . Cette modification engendre la
perte d’une charge positive (la citrulline étant neutre alors que I'arginine est chargée positivement),
ainsi qu’une augmentation de masse d’environ 1 Da et la libération d’ammonium. La désimination
modifie I'acidité de la chaine latérale du résidu ainsi que son point isoélectrique : de 11,41 pour
I'arginine a 5,91 pour la citrulline . En conséquence, la désimination peut
provoquer des modifications de la conformation de la protéine cible, de son interaction ou de son
affinité avec d’autres molécules partenaires et donc de sa fonction

Par exemple, il a été montré par dichroisme circulaire et spectroscopie de fluorescence que la
désimination de formes recombinantes d’un monomére de la FLG et du domaine 8 de la TCHH
engendre une diminution de leur organisation structurelle . Par ailleurs, il a été
observé que la FLG est plus rapidement protéolysée par la calpaine 1 lorsqu’elle est désiminée

. Il est possible que le dépliement de la FLG, engendré par sa

désimination, puisse rendre les sites de coupure cibles de la calpaine 1 plus accessibles. De méme, la
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désimination de la protéine basique de la myéline (MBP pour « myelin basic protein » en anglais)
induit d’importants changements de sa conformation résultant en un dépliement partiel de la
protéine. Ceci augmente sa susceptibilité a la protéolyse, notamment par la cathepsine D, et diminue

ses interactions avec les lipides de la gaine

Figure 41 : La désimination et ses conséquences sur les protéines cibles. (A) La réaction de désimination
correspond a la transformation des groupements arginyl- en groupement citrullyl- au sein d’une séquence
peptidique. Elle est catalysée par les PADs, une famille d’enzymes calcium-dépendantes. (B) La désimination
engendre la perte d’'une charge positive, ce qui peut engendrer des changements de conformation,
d’interactions et donc de fonction de la protéine cible.

C. Caractéristiques géniques, biochimiques et structurales des PADs

1. Les génes PADI codant les PADs

Chez 'lhomme, on trouve 5 isotypes de PADs : les PADs 1, 2, 3, 4 et 6. Pour I'anecdote, la PAD4 a
d’abord été désignée PADS. En effet, lorsque cette PAD a été identifiée chez ’'Homme, une Pad4
avait déja été caractérisée chez le rat. La nouvelle PAD humaine présentant une spécificité de
substrats différente de Pad4, il a été pensé a I'époque qu’elle n’était pas I'orthologue de Pad4 de rat
mais correspondait a un autre isotype, alors appelé PAD5. Suite aux analyses de séquence du
génome, il s’est finalement avéré que la Pad4 de rat et la PAD5 humaine étaient orthologues, la PAD5
a donc été renommée PAD4. Une derniere PAD a ensuite été identifiée chez I’'homme et elle a alors
été nommeée PAD6 pour que cela ne porte pas a confusion.

Les 5 isotypes de PADs sont codés par 5 genes dénommeés PADI. Ces génes sont localisés au sein
d’un méme locus situé sur le chromosome 1 en position p35-36 et s’étendent sur 355 kb

. Les 5 génes PADI possédent une longueur variable mais sont tous composés

de 16 exons. Les séquences codantes des geénes PADI sont conservées puisque les protéines

correspondantes présentent entre 59 a 71% d’homologie entre elles, la PAD6 étant I'isotype le moins

conservé . Un alignhement multiple des séquences

peptidiques des 5 PADs humaines a en outre mis en évidence la présence de multiples insertions

dans la séquence de la PADS6, faisant de celle-ci le plus grand des isotypes
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Chez la souris et le rat, 5 génes Padi sont aussi retrouvés, regroupés sur des régions d’environ 240
kb respectivement en position 4E1 et 5936 . Les protéines Pads de souris
présentent une forte homologie entre elles et avec leurs orthologues humains, de 82 a 96%
d’homologies, montrant une grande conservation de ces génes entre les deux especes

. Les données génomiques disponibles ont permis de démontrer I'existence de ces 5
geénes Padi chez tous les mammiféres alors qu’on en retrouve 3 chez les oiseaux (Gallus gallus) et
seulement 1 chez les amphibiens (Xenopus laevis) et les poissons (Danio rerio, Takifugu rubripes et
Tetraodon nigroviridis). La construction d’un arbre phylogénétique, basé sur la comparaison des
séquences des génes PADI entre ces différentes especes, a révélé que le gene PADI2 est le premier a
avoir divergé d’un ancétre commun et a probablement conservé sa fonction biologique ancestrale.
Lors de I’évolution des espéces, les autres genes PADI auraient acquis des spécificités d’expression

tissulaire ainsi que de nouvelles fonctions biologiques

Figure 42 : Organisation génomique du locus PADI chez ’'Homme (1p35-36). La taille des génes (en-dessous)
et des régions intergéniques (au-dessus) est indiquée en kb. Les fleches ouvertes représentent la direction de
transcription de chaque gene.

Tableau 4 : Pourcentage d’homologie entre les séquences protéiques des paralogues humains des PADs et
des orthologues humains et de souris

(%) Paralogues humains Orthologues
PAD1 PAD2 PAD3 PAD4 PAD6 | de souris (Pads)
PAD1 100 65 68 71 59 85
PAD2 100 67 65 59 96
PAD3 100 68 60 93
PAD4 100 61 85
PAD6 100 82

2. Structure des PADs

La structure cristallographique de la PAD4 humaine puis plus récemment celles des PADs 2 et 1
ont été résolues par analyses de diffraction aux rayons X

. Ces données cristallographiques ont permis de mettre en évidence le repliement des

PADs en deux domaines: un domaine amino-terminal composé de deux sous-domaines

« immunoglobulin-like » et un domaine carboxy-terminal comprenant le site actif. Le domaine
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carboxy-terminal, qui est la partie la plus conservée entre les différents isotypes, est composé de 5
modules BBap et les premiers feuillets B de chaque module forment un sillon qui renferme le site
catalytique
L’analyse de la structure cristallographique du complexe PAD4 - BAA ( ou N-a-benzoyl-L-arginine
amide ; un substrat synthétique des PADs) a permis de mettre en évidence I'implication d’au moins
neufs acides aminés de la PAD4 dans la formation du site actif et I'interaction avec le substrat
. En particulier, les quatre résidus Cys-645, His-471, Asp-350 et Asp-473 de la
PAD4 sont essentiels a I'activité catalytique puisque la substitution de I'un ou I'autre de ces acides
aminés par une alanine (D350A, H471A, D473A et C645A) engendre une perte d’activité de I'enzyme
. Alors que les résidus Cys-645 et His-471 sont directement
impliqués dans le mécanisme catalytique, les résidus Asp-350 et Asp-473 interagissent avec les
atomes d’azote de la chaine latérale de I'arginine cible via des liaisons hydrogénes, permettant de
maintenir le substrat dans la poche du site actif Les autres acides aminés,
également impliqués dans l'interaction avec le substrat, sont les résidus Trp-347 et Val-469, qui
interagissent avec la portion aliphatique de la chaine latérale de I’arginine via des liaisons
hydrophobes, et les résidus Arg-372, Arg-374 et Arg-639 qui interagissent avec les atomes d’oxygéne
et d’azote des liaisons peptidiques du substrat via des liaisons hydrogenes (I'une d’entre elles étant
médiée par une molécule d’eau ; ). Selon un alighement multiple des séquences primaires
des 5 PADs humaines, la plupart de ces acides aminés sont conservés entre les différents isotypes, en
particulier les quatre acides aminés essentiels a I'activité catalytique . A l'inverse, il est
intéressant de noter que les résidus Arg-374 et Arg-639 de la PAD4 sont peu conservés, ce qui

pourrait en partie expliquer la différence de spécificité de substrat entre les isotypes de PADs

Tableau 5 : Alignement de 9 acides aminés impliqués dans le site catalytique de la PAD4 avec les autres
séquences paralogues

PAD1 | Trp-349 | Asp-352 | Arg-374 | Arg-376 | Val-470 | His-472 | Asp-474 | Leu-639 | Cys-645

PAD2 | Trp-348 | Asp-351 | Arg-373 | Gly-375 | Val-469 | His-471 | Asp-473 | Phe-641 | Cys-647
PAD3 | Trp-347 | Asp-350 | Arg-372 | Gly-374 | Val-468 | His-470 | Asp-472 | Leu-640 | Cys646

PAD4 | Trp-347 | Asp-350 | Arg-372 | Arg-374 | Val-469 | His-471 | Asp-473 | Arg-639 | Cys-645
PAD6 | Trp-356 | Asp-359 | GIn-371 | Ala-373 | Thr-478 | His-480 | Asp-482 | Glu-670 |Ala-676*

Sur la base d’un alignement multiple réalisé avec le logiciel Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin)
et les séquences de référence (numéros d’accession suivants: NP_037490.2, NP_031391.2, NP_057317.2,
NP_036519.2, AAR38850.1 pour les PAD1, 2, 3, 4 et 6 respectivement ), sont indiqués en rouge
les quatre acides aminés essentiels a I'activité catalytique, en bleu les autres acides aminés importants pour la
fixation du substrat par la PAD4 (en gras). *Dans la séquence de la PAD6, deux cystéines encadrent le résidu
Ala-676 (Cys675 et Cys677).
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Les PADs, qui sont calcium-dépendantes, présentent des sites de fixation au calcium. La PAD4
posséde 5 sites de liaison : Cal a Ca5. Cal et Ca2 sont présents dans la région carboxy-terminale, a
proximité du site actif, alors que Ca3, 4 et 5 sont localisés dans une méme région du domaine amino-
terminal, a distance du site actif. Alors que la PAD2 présente un site de fixation du calcium
supplémentaire (Cab), situé dans le domaine amino-terminal, la PAD1 ne présente que 4 sites fixant
le calcium (le site Ca5 décrit pour la PAD4 n’étant pas retrouvé pour cet isotype). La fixation des ions
calcium au niveau de ces sites induit un changement de conformation important des PADs. La poche
comprenant le site actif se resserre, ce qui est important pour la sélectivité des substrats. Un

réagencement des acides aminés du site actif a lieu, nécessaire a I’activation enzymatique

Au sein des cristaux, la PAD4 et la PAD2 forment des homodimeres qui s’associent de maniére
antiparalléle : le domaine amino-terminal d’une molécule interagit avec le domaine carboxy-terminal
de la seconde . Cette dimérisation semble jouer un réle important dans la régulation de
I'activité enzymatique de ces PADs. En effet, des formes mutées de PAD4 incapables de s’associer en
dimeére présentent une activité enzymatique réduite en comparaison a la forme sauvage

. Cependant, a I’heure actuelle, on ne sait pas sous quelle(s) forme(s) existe(nt) ces deux
isotypes in vivo. Le cristal de la PAD1, quant a lui, ne présente pas cette organisation dimérique. Une
analyse de diffusion des rayons X aux petits angles montre de plus que la PAD1 existe sous forme
monomérique en solution . Méme si la PAD1 présente une structure dans
I’ensemble trés proche de celles des PADs 4 et 2, son extrémité amino-terminale, moins repliée et
précédée d’une boucle plus allongée que les autres isotypes, pourrait prévenir la formation de
dimere . De plus, I'arginine en position 8, décrite comme jouant un réle clé dans la
stabilité du dimére de PAD4, n’est pas conservée dans la séquence de la PAD1 (le résidu 8 est une
glutamine), ce qui suggére encore que la PAD1 n’existe que sous forme monomérique

. Bien que la structure cristallographique de la PAD3 n’ait pas été résolue, plusieurs données
laissent penser que cet isotype existe sous forme dimérique. En effet, les principaux résidus
impliqués dans la formation et la stabilité du dimere de PAD4 sont conservés ou substitués par des
acides aminés homologues dans la séquence de la PAD3 (par exemple : en position 435, la tyrosine
est remplacée par une leucine, ces deux résidus étant hydrophobes ; ). En outre, une
analyse de diffusion des rayons X aux petits angles de la PAD3 en solution révele aussi une
association en dimére de cet isotype

Enfin, la PAD4 est le seul isotype a présenter un signal de nucléarisation, dont la fonctionnalité a

été démontrée dans des cellules HL-60 en culture
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Figure 43 : Structures cristallographiques des PADs. (A) Structure cristallographique de la PAD2 sur laquelle
sont positionnés les 6 sites de liaisons du calcium (Cal-6). Comme toutes les PADs, la PAD2 est constituée d’un
domaine carboxy-terminal et d’'un domaine amino-terminal composé de deux sous-domaines
« immunoglobin-like » (IgG1 et 1gG2). (B) Homodimeére formé par I'association
téte-béche de deux PAD2. (C) Superposition de la structure cristallographique des
PADs 1, 2 et 4. Ces trois PADs présentent une structure trés semblable. Cependant, la PAD1 présente une
extrémité amino-terminale plus détendue, qui est précédée par une boucle plus allongée par rapport aux deux
autres isotypes (structures indiquées par les fleches). (D) Conformation de la PAD4
en absence de calcium, en présence de calcium, et en présence de calcium et d’un substrat synthétique, le N-
o-benzoyl-L-arginine amide (BAA). La fixation du calcium engendre un changement important de la
conformation de la PAD avec en particulier la formation de I'étroit sillon refermant le site actif.

(E) Focus sur les acides aminés de la PAD4 impliqués dans la liaison au substrat de la structure
cristallographique du complexe PAD4 inactivée (A645) — BAA.
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3. Mécanisme catalytique et spécificité d’action des PADs
a. Meécanisme catalytique des PADs

La résolution de la structure cristallographique de la PAD4 complexée a un substrat synthétique,

le BAA, a permis a Arita et al. de proposer un mécanisme catalytique des PADs
. Dans ce modele, la réaction de désimination commence par une attaque nucléophile du
groupement thiolate de la Cys-645 sur le carbone CT de la chaine latérale du résidu arginine (ou
peptidyl-arginine). Ceci aboutit a la formation d’un intermédiaire tétraédrique, qui est stabilisé de
maniéere transitoire par la donation d’un proton par I'His-471. La liaison chimique entre le carbone CC
et I'azote Nn2 de l'arginine est ensuite clivée, générant la libération d’'une molécule d’'ammoniac.
Une seconde attaque nucléophile a lieu, faisant intervenir cette fois-ci une molécule d’eau,
préalablement activée par I'His-471 (qui agit comme une base en déprotonant la molécule d’eau). Il
en résulte la formation d’un second intermédaire tétrahédrique et finalement du résidu citrulline
(peptidyl-citrulline), le produit majeur de la réaction. Les résidus Asp-350 et Asp-473 sont pour leur
part absolument nécessaires au bon positionnement de la peptidyl-arginine au sein du site

catalytique.

Figure 44 : Mécanisme catalytique proposé pour la réaction de désimination, en utilisant la PAD4 comme
modeéle.
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Les sites actifs des PADs 1, 2 et 3 contiennent aussi ces quatres acides aminés essentiels a la
réaction catalytique . Leur mécanisme d’action est donc tres probablement identique.
Concernant la PAD6, malgré sa forte homologie de séquence avec les autres PADs, cet isotype ne
semble pas posséder d’activité enzymatique . Elle contient trois des quatre
acides aminés essentiels du site actif (Asp351, His472, Asp474) mais le résidu cystéine est manquant.
En effet, lorsque les séquences des PADs 4 et 6 sont alignées, la Cys-645 de la PAD4 s’aligne avec
I’Ala-676 de la PAD6. Cependant, I'Ala-676 est encadrée par deux cystéines, Cys675 et Cys677
, 'une des deux pouvant potentiellement intervenir dans la réaction mais cela

n’a jamais été mis en évidence.

b. Spécificité d’action des PADs

Chaque isotype de PADs possede sa propre spécificité de substrats. Celle-ci dépend notamment
de la nature des acides aminés adjacents a l'arginine cible, qui va influencer I'interaction avec
I’enzyme. Cela a été démontré par diverses études menées in vitro utilisant aussi bien des substrats

synthétiques, des substrats naturels sous formes recombinantes ou des peptides synthétiques

, ainsi que par I'analyse de la structure cristallographique de la

PAD4 complexée a divers peptides
Une de ces études in vitro a notamment été ménée dans mon laboratoire en utilisant des formes
recombinantes actives des PADs 1, 2 et 3 humaines et des substrats synthétiques dérivés de
I'arginine, tel que le BAEE (N-a-benzoyl L-arginine ethyl ester ou Bz-L-Arg-O-Et), souvent utilisé
comme substrat de référence des PADs . Ces substrats sont des composés de la
chaine latérale de I'arginine entourée de différents groupements chimiques, mimant ainsi
I’encombrement plus ou moins important que peuvent engendrer les résidus adjacents au sein d’une
séquence peptidique. Par exemple, alors que la PAD1 est I'isotype qui semble présenter la spécificité

la plus large, elle agit difficilement sur le Tos-L-Arg-O-Me, sur lequel la PAD2 agit plus efficacement

La résolution de la structure cristallographique de la PAD4 complexée a des peptides
correspondant a la région de la partie N-terminale des histones H3 et H4 (cibles de la PAD4,

) a permis de mettre en évidence qu’en plus des acides aminés décrits dans le

qui interviennent dans l'interaction avec la chaine latérale de I'arginine et les deux liaisons

peptidiques adjacentes, d’autres acides aminés de la PAD4 jouent un rdle dans l'interaction avec les

substrats via des liaisons formées avec les atomes d’oxygeéne des liaisons peptidiques situées

jusqu’en position N-2 et N+2 de I'arginine cible
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Figure 45 : Spécificité de substrats des PADs 1, 2 et 3. Les PADs humaines recombinantes ont été incubées
dans les mémes conditions en présence de 10 mM de CaCl, et de 10 mM de divers dérivés de L-Arg, dont le Bz-
L-Arg-O-Et (BAEE), ou de 10 mg/ml de protamine L’activité est exprimée en quantité de citrulline (en umol)
produite par minute et par milligramme d’enzyme recombinante.

Récemment, Assohou-Luty et al. ont de plus démontré, en désiminant in vitro des peptides
synthétiques par les PADs 2 et 4 recombinantes, que la nature des acides aminés encadrant |’arginine
cible jusqu’a 4 acides aminés de part et d’autre (position N-4 a N+4, comme pour les protéases) est
déterminante pour la spécificité d’action des PADs ; certains acides aminés étant favorables ou au

contraire défavorables a I'action de I'un ou I'autre des isotypes

Figure 46 : Spécificité de substrats des PAD2 et PAD4. L’efficacité de désimination des PADs2 et 4 humaines a
été mesurée sur le peptide DSQFAFRGASASD, utilisé comme référence. Les résidus de ce peptide ont été
substitués un a un par les 19 autres acides aminés. En bleu, est indiqué la position de I'arginine cible. En rouge,
sont indiqués les résidus pour lesquels I'efficacité relative de la désimination de I'arginine est inférieure ou
égale a la moitié de I'efficacité observée sur le peptide de référence. En vert, sont indiqués les résidus pour
lesquels I'efficacité relative est au moins deux fois plus grande.
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Ainsi, pour un méme substrat naturel, ce ne sont pas les mémes résidus qui sont prioritairement
désiminés par I'une ou l'autre des PADs. Cela suggére une possible complémentarité d’action de
différents isotypes pour la désimination de certaines protéines cibles. Ces différences de spécificités
de substrats peuvent probablement en grande partie étre expliquées par les différences de
structures entre les différents isotypes de PADs. De plus, la plus large spécificité de la PAD1 pourrait
étre expliquée, au moins en partie, par son existence sous forme monomérique, présentant moins de

contraintes structurales comparativement aux formes dimériques des autres isotypes

D. Distribution tissulaire et cellulaire des PADs

Des PADs ont été détectées dans la grande majorité des tissus testés. Elles présentent cependant

chacune une distribution tissulaire spécifique

Tableau 6 : Distribution tissulaire et cellulaire des PADs chez ’lhomme

Expression protéique
*ARNM/EST

PAD1 Epiderme, follicule pileux, glande sudoripare, muscle arrecteur du poil, utérus
*cerveau, colon, épiderme, pancréas, peau, placenta, poumon, prostate, rate, rétine,
testicule, thymus, utérus, vagin
PAD2 Cerveau, cellule de Schwann, épiderme, follicule pileux, glande salivaire, glande
sudoripare, leucocyte, macrophage, moelle épiniére, monocyte, muscle arrecteur du
poil, neutrophile, oligodendrocytes, pancréas, poumon, prostate, rate, utérus
*aorte, cerveau, cceur, colon, épiderme, foie, glande salivaire, glande sudoripare, intestin
gréle, leucocyte, macrophage, moelle épiniere, moelle osseuse, monocyte, muscle squelettique,
oreille interne, ovaire, pancréas, peau, placenta, poumon, prostate, rate, rein, rétine, sein,
testicule, thymus, utérus, vagin

PAD3 Cerveau feetal, cellule de Schwann, épiderme, follicule pileux, moelle épiniéere
foetale
*épiderme, foie, intestin gréle, pancréas, peau, poumon, prostate, rein, testicule, thymus
PAD4 Eosinophile, leucocyte, macrophage, moelle osseuse, monocyte, neutrophile,

glande mammaire

*cerveau, cceur, éosinophile, foie, intestin gréle, leucocyte, macrophage, moelle osseuse,
monocyte, neutrophile, oreille interne, pancréas, placenta, poumon, prostate, rate, rein,
testicule, thymus
PADG6 Ovocyte

*foie, leucocyte, macrophage, monocyte, muscle squelettique, ovaire, poumon, rate, rein,
testicule

La PAD1 est cytoplasmique et elle est principalement exprimée dans la peau : elle est présente
dans toutes les couches de kératinocytes de I'épiderme, dans le follicule pileux ainsi que dans le
muscle arrecteur du poil et les glandes sudoripares . En effet, I’ADNc de

la PAD1 a initialement été cloné a partir d’épiderme de souris
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. La PAD1 a aussi été retrouvée dans I'utérus et son ARNm
a de plus été détecté dans d’autres organes tels que la prostate, les testicules, le placenta, la rate et
le thymus
La PAD2 est l'isotype le plus ubiquiste. Initialement cloné chez la souris et le rat puis chez
'lhomme ,son ARNm a
été largement retrouvé dans tous les tissus testés . Son expression protéique a
ensuite été mise en évidence dans de nombreux tissus et types cellulaires. Elle est en particulier tres
abondante dans le systéme nerveux central (cerveau et moelle épiniére) et est aussi retrouvée dans
certaines cellules myéloides (monocyte, macrophage, neutrophile) ainsi que dans I'épiderme et le
follicule pileux . La PAD2 est majoritairement
cytoplasmique mais il semblerait qu’elle puisse se localiser dans le noyau bien qu’elle ne possede pas
de signal de relocalisation nucléaire. Elle a notamment été détectée dans le noyau de cellules
épithéliales de glande mammaire humaine et de cellules souches neurales en culture
. Ces nouvelles données doivent cependant étre confirmées par d’autres
équipes.
La PAD3 présente une expression plus restreinte et est principalement cytoplasmique. Son ADNc a
initialement été cloné a partir d’épiderme de rat et de souris
puis a partir de kératinocytes humains en culture . Au niveau protéique,

elle semble essentiellement présente dans les couches les plus différenciées de I'épiderme et du

follicule pileux . Récemment, la PAD3 a été détectée dans des cellules
de Schwann humaines en culture ainsi que dans le cerveau feetal et la moelle
épiniere foetale, son expression diminuant ensuite avec le développement . De plus,

comme la PAD2, la PAD3 est elle aussi détectée dans le noyau de cellules souches neurales en culture
bien qu’elle ne possede pas de signal de relocalisation nucléaire. Enfin, la PAD3 est détectée dans les
glandes mammaires murines lors de la lactation

L'’ADNc de la PAD4 a été cloné pour la premiére fois chez le rat puis la souris a partir de cellules
épidermiques , puis chez 'homme,
dans des lignées HL-60 différenciées en granulocytes . Au niveau protéique,
la PAD4 est principalement exprimée dans les cellules myéloides telles que les granulocytes
(éosinophiles et neutrophiles) et les monocytes, et tres faiblement exprimée dans les macrophages

. Cet isotype est essentiellement localisé dans le noyau des cellules, ce qui est

cohérent avec le fait qu’elle posséde un signal de nucléarisation

La PAD6 a quant a elle une expression tissulaire tres restreinte. Son ADNc a été d’abord cloné
chez la souris puis chez I’homme, a partir de banques d’ADNc d’ovaire dans les deux cas

. Sa forme protéique a uniquement été détectée au niveau des
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ovocytes et blastocystes chez la souris et tout récemment dans les ovocytes humains
. Chez ’'homme, son ADNc a de plus été retrouvé dans des
cellules lymphocytaires et monocytaires, mais pas sa forme protéique
Par ailleurs, la présence extracellulaire des PADs 2 et/ou 4 ainsi que de protéines citrullinées a été
observée au niveau de certains tissus, en corrélation avec le niveau d’inflammation
. Par exemple, les PADs 2 et 4 sont retrouvées dans le liquide et le
panus synoviaux des articulations enflammées des patients atteints de polyarthrite rhumatoide. La
PAD2 a aussi été retrouvée au niveau extracellulaire dans le poumon de fumeurs. La présence
extracellulaire de ces enzymes peut étre expliquée par I'hypothése suivante : suite a I'inflammation,
une quantité importante de cellules de I'immunité (telles que les neutrophiles) est recrutée au
niveau du tissu. Aprés leur mort (induite par nécrose et/ou NETose), les PADs seraient alors libérées

dans I'espace extracellulaire

E. Régulation de I’expression et de I’activité des PADs

1. Régulation de I'expression des PADs

L'analyse de I'expression des génes PADI 1 a 4 a permis de montrer qu’ils sont régulés, comme de
nombreux genes, par la liaison de divers facteurs de transcription au niveau de leur promoteur
minimal, long respectivement de 195, 132, 129 et 348 pb. Les facteurs ubiquistes Sp1/Sp3
apparaissent nécessaires a I'expression de ces différents génes et régulent I'activité de chaque
promoteur, en coopération avec d’autres facteurs ubiquistes, tels que MZF1 (myeloid zinc finger)
pour le promoteur de PADI1, NF-Y pour le promoteur de PADI3, et NF-Y ainsi que des facteurs de la
famille AP-1 pour le promoteur de PADI4

L’étude d’une séquence non codante intergénique conservée entre I’homme et la souris a de plus
permis l'identification de sites de controle a longue distance des génes PADI1 et PADI3
Un activateur transcriptionnel (de type « enhancer »), nommé PIE (pour « PADI intergenic enhancer
») et localisé a 86 kb du promoteur de PADI3, est notamment capable d’activer la transcription de ce
géne en présence d’une concentration élevée de calcium, via la formation d’une tres large boucle
chromatinienne (> 80 kb) et la fixation des facteurs c-Jun et c-Fos de la famille AP-1

. De plus, deux autres activateurs transcriptionnels a longue distance, nommés PIE-
S1 et PIE-S2, peuvent agir en synergie pour activer la transcription de PADI3 et probablement celle de
PADI1. En fonction de I'état de différenciation des kératinocytes (directement lié a la présence de
calcium dans le milieu), la fixation différentielle de c-Jun et Jun D sur le site AP-1 de PIE-S2 permet la

régulation de PADI3. Dans les kératinocytes les plus différenciés, la fixation de c-Jun sur le site PIE-S2
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active la transcription de PADI3 en interagissant de maniére concomitante avec des facteurs de
transcription MIBP1/RFX1 recrutés sur le site PIE-S2 et avec la boite TATA du promoteur minimal de
PADI3. Dans les kératinocytes prolifératifs, la fixation de Jun D au site PIE-S2 empéche cette
activation . Par ailleurs, une étude a mis en évidence la régulation de
I'activité du promoteur de PADI1 via la fixation des sous-unités p50 et p65 de la famille des facteurs
de transcription NF-kB au niveau d’un site localisé dans le premier intron du géne. Une fois fixé,
I’hétérodimere p50/p65 interagit avec des éléments du promoteur en formant une boucle
chromatinienne et augmente ainsi son activité . Aussi, dans des lignées cellulaires
d’astrocytome (cancer du systeme nerveux central), le facteur de transcription p53, I'un des
suppresseurs de tumeurs les plus importants, est capable d’accroitre I'expression du géne PADI4 en

se fixant sur une séquence située dans le premier intron de PADI4 et nommée p53BS-A

Figure 47 : Promoteurs minimums des génes PADI 1, 2 et 3 et les facteurs de transcription capables de s’y
lier.
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Figure 48 : Régulation transcriptionnelle a longue distance des génes PADI1 et PADI3. (A) Région intergénique
IG1 non codante et conservée entre I'homme et la souris contenant des sites de contréle a longue distance des
genes PADI1 et PADI3. (B) Modeéle schématique de régulation a longue distance du géne PADI3 par I'activateur
transcriptionnel PIE : une stimulation calcique des kératinocytes en culture induit la fixation de c-Jun et/ou cFos
sur les sites AP-1 de PIE qui par repliement de la chromatine interagissent avec le complexe de transcription
fixé sur le promoteur proximal de PADI3, stimulant la transcription du géne. (C) Modéle schématique de
régulation a longue distance du géne PADI3 par la coopération des activateurs PIE-S1 et PIE-S2 : dans les
kératinocytes prolifératifs (faible concentration en calcium), JunD se lie a PIE-S1 sans augmentation d’activité
du promoteur de PADI3 alors que dans les kératinocytes différenciés (haute concentration en calcium), c-Jun
remplace JunD sur PIE-S1 augmentant ainsi I'activité du promoteur de PADI3 probablement via une interaction
avec le complexe MIBP1/RFX1 lié a PIE-S2 et avec la boite TATA du promoteur proximal.

En outre, d’autres facteurs tels que le calcium, la vitamine D ou encore les cestrogénes sont
impliqués dans la régulation de I’expression transcriptionnelle des genes PADI.

Diverses études ont montré que le calcium, qui régule la différenciation épidermique, induit une
augmentation de I'expression des genes PADI 1, 2 et 3 dans des kératinocytes primaires humains en
culture monocouche. En effet, dés 24 heures de culture en présence de 1,2 ou 1,5 mM CaCl, (contre
0,2 mM pour la condition controle), les taux d’ARNm des PADs 1, 2 et 3 sont augmentés

. Une de ces études a de plus montré
gu’il faut cultiver les kératinocytes a haute concentration calcique pendant au moins 96 heures pour
observer une augmentation de la détection de PAD1 en western blot
L'expression protéique des PADs 2 et 3 n’a jamais été analysée dans ces conditions.

De méme, un traitement de 24h a la vitamine D, qui régule la différenciation épidermique en
agissant en synergie avec le calcium , stimule I'expression des genes PADI 1,

2 et 3 dans des kératinocytes primaires humains en culture mais n’est pas non plus suffisant pour
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induire la synthése des protéines . Par contre, la densité cellulaire, autre modele
d’induction de la différenciation des kératinocytes, augmente le taux d’ARNm et de protéines des
isotypes 1 et 3 alors qu’elle ne modifie pas I'expression de la PAD2 . Dans les
kératinocytes, I'expression des PADs semble donc étre corrélée au taux de différenciation des
cellules, ce qui est en accord avec leur profil d’expression épidermique

Par ailleurs, dans les cellules tumorales mammaires MCF-7, I'expression de PADI4 est induite par
les cestrogenes, via la fixation du récepteur aux cestrogénes ER-a sur deux éléments situés en amont
du promoteur du géne PADI4, et également via une augmentation de la fixation des facteurs de
transcription AP-1, Spl et NF-Y sur le promoteur minimal du géne . De plus, il a
été démontré qu’une injection d’cestradiol a des souris ayant subi une ovariectomie augmente la
quantité d’ARNm des Pads 1 et 2 de maniere dose dépendante

Les facteurs impliqués dans la régulation de I'expression de PADI6 n'ont été que peu explorés.
Néanmoins, le facteur de transcription Spl semble nécessaire a son expression dans les ovaires des

truies

2. Régulation de I'activité des PADs

Comme nous l'avons vu lors de la description de la structure des PADs , le
calcium est indispensable a leur activité. De plus, une étude in vitro réalisée par Méchin et al. a
montré que les 3 PADs exprimées dans I'épiderme ne présentent pas la méme sensibilité au calcium.
L'isotype nécessitant le moins de calcium pour étre efficace a 100% est la PAD1 alors que celui qui en
exige le plus est la PAD2 . De maniere intrigante, la concentration en calcium
nécessaire pour activer les PADs in vitro est trés forte en comparaison a la concentration calcique
intracellulaire. Slade et al. ont montré dans leur analyse de la structure cristallographique de la PAD2
que les sites de fixation du calcium Ca3-5, regroupés au sein d’une région du domaine amino-
terminal, présentent une affinité pour le calcium bien plus faible que les sites Cal et Ca6. Ces
derniers gouverneraient ainsi I'ensemble de la dépendance au calcium de la PAD. Il a été proposé
que d’autres protéines puissent se lier a cette région et agir comme co-activateurs en augmentant
I’affinité de ces sites pour le calcium in vivo . En accord avec cette hypotheése, une
étude a démontré que la fixation d’un auto-anticorps anti-PAD4 sur une région proche des sites Ca3-
5 de la PAD4 diminue significativement la concentration en calcium nécessaire a son activation in
vitro

La température et le pH influencent aussi I'activité des PADs in vitro. La PAD3 est particulierement
sensible au pH puisqu’une élévation trop importante de celui-ci (au-dessus de 8) engendre une

diminution significative de son activité
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D’autre part, les PADs 1 a 4 sont capables de s’auto-désiminer in vitro, ce qui réduit leur efficacité

. L'auto-désimination de la PAD4 a aussi été observée in

vivo . Une approche in silico, utilisant un modele tridimensionnel de la PAD3

(généré en utilisant les coordonnées atomiques de la structure cristallographique de la PAD4) sur

lequel les arginines les plus accessibles ont été substituées par des citrullines, a permis de montrer

que 'auto-désimination de cet isotype induit des changements structuraux discrets, en particulier au
niveau du site actif, qui sont probablement responsables de la réduction d’activité observée

. Une autre étude rapporte de méme un changement de la position d’acides

aminés clés du site actif suite a I'auto-désimination de la PAD4 par modélisation in silico. Les auteurs

proposent ensuite, suite a des analyses de cinétique enzymatique, que l'auto-désimination de la

PAD4 ne change pas son activité ni sa sensibilité au calcium, mais réduit son affinité pour certaines

protéines cibles , ce qui a pour conséquence de réduire son efficacité. L'auto-

désimination pourrait donc jouer un role clé dans la régulation des PADs.

Figure 49 : Effet de I’auto-désimination sur la conformation du site actif de la PAD3. Modéle tridimensionnel
du site actif de la PAD3 généré in silico. A gauche : forme inactive en absence de calcium, au milieu : forme
active en présence de calcium et sans auto-désimination, a droite : forme active auto-désiminée. L'auto-
désimination engendre une modification de la position des quatre acides aminés majeurs pour l'activité
catalytique et induit un élargissement du site actif. Les distances séparant les différents acides aminés du site
actif sont indiquées en picomeétres.

Enfin, un inhibiteur cellulaire de la PAD4 a tout récemment été identifié. Il s’agit de PTPN22
(protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22). Dans des macrophages de souris déficientes en
Ptpn22, le taux de désimination des protéines est fortement augmenté comparativement a celui des
macrophages de souris sauvages. De plus, il a été montré que la surexpression d’'une forme
recombinante de PTPN22 humaine dans ces cellules inhibe I'activité de la PAD4 en interagissant avec
celle-ci, et son action est indépendante de son activité phosphatase . Acejour, on
ne sait pas si PTPN22 régule I'activité des autres PADs in vivo, ni s'il est exprimé dans les

kératinocytes.
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F. Implications physiologiques et pathologiques des PADs dans la peau

1. Roles physiologiques des PADs dans I'épiderme
a. Substrats épidermiques des PADs

Dans I'épiderme, les protéines désiminées sont détectées uniquement au niveau de la couche
cornée . Seuls 4 substrats épidermiques ont pour l'instant clairement été identifiés. Il
s’agit des kératines 1 et 10, de la FLG et de I’hornerine, une autre SFTP composant de I'enveloppe
cornée . Ceci a notamment été démontré en
réalisant des électrophoréses bidimensionnelles suivies d’immunodétections avec un antisérum
spécifique des protéines désiminées, appelé AMC pour « anti-modified citrulline ». Cet antisérum,
purifié par affinité, reconnait spécifiquement les résidus citrulline des protéines apres que ceux-ci
aient été modifiés chimiquement . On peut noter sur les
gue de nombreuses formes de FLG et d’hornerine, présentant différents points isoélectriques, sont
détectées. Elles correspondent a des formes plus ou moins désiminées, les plus désiminées
présentant les points isoélectriques les plus faibles (puisque la désimination engendre la perte d’une
charge positive ; ). On observe de plus que les formes les plus désiminées
présentent un poids moléculaire apparent plus élevé que les formes non désiminées. La désimination
change en effet les propriétés de migration des protéines dans les gels de polyacrylamide en

présence de dodécylsulfate de sodium

Figure 50 : Distribution et identification de protéines désiminées dans I’épiderme. (A) Détection des protéines
désiminées sur coupe de peau humaine par immunohistochimie en utilisant I'anticorps AMC. (B)
Caractérisation des protéines désiminées dans un extrait épidermique effectué en tampon urée (a-c, h-i) ou en
tampon urée/2-ME (d-g) par électrophorése bidimensionnelle. (a, d) Coloration des protéines totales. (b)
Immunodétection de la FLG. (e) Immunodétection des kératines de type Il. (f) Immunodétection des kératines
de type I. (h) Immunodétection de I'hornerine (HRNR). (c, g, i) Immunodétection des protéines désiminées
(AMC).
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Les kératines 1 et 10 ne sont détectées sous formes désiminées que dans les assises les plus
superficielles de la couche cornée . Il a été montré que les sites
préférentiellement désiminés de la kératine 1 se trouvent dans les sous-domaines V1 et V2 de celle-ci

. Le role de la désimination de ces deux kératines n’est pas connu mais il a été
proposé qu’elle engendre une relaxation de la matrice fibreuse intracornéocytaire.

La FLG est une protéine tres riche en arginines (qui représentent 11,2% des acides aminés
composant sa partie centrale ; ) et est un des substrats majeurs des PADs dans
I’épiderme. Comme nous I'avons vu, la désimination est une étape importante de son métabolisme

. Outre le fait que la désimination de la FLG engendre une diminution de son
organisation structurale , deux fonctions majeures de la désimination de la FLG
ont été démontrées. Tout d’abord, la désimination de la FLG diminue son affinité avec les filaments
de kératines . De plus, il a également été démontré in vitro que

la FLG est plus rapidement protéolysée par la calpaine 1 lorsqu’elle est désiminée

Concernant I'hornerine, il a été montré que sa désimination facilite, tout comme pour la FLG, sa
protéolyse par la calpaine 1. De plus, elle la rend aussi plus susceptible a I'action des TGases 1 et 3 ; il

semblerait donc que I"hornerine soit incorporée sous forme désiminée a I'enveloppe cornée

Figure 51 : Lorsqu’elle est désiminée, la filaggrine n’est pas capable d’interagir avec les filaments de kératines
et est plus rapidement protéolysée par la calpaine 1. (A) Formation in vitro de macrofibrilles, en incubant des
kératines de cochon d’Inde et de la FLG humaine, analysée par électrophoréese bidimensionnelle en présence
de SDS. (a) FLG humaine partiellement purifiée. (b) Culot insoluble obtenu apres incubation de la FLG humaine
et des kératines de cochon d’Inde, correspondant donc aux macrofibrilles insolubles. K = kératines. On
remarque que seules les formes les plus basiques de FLG sont présentes dans ce culot. (c) Surnageant
correspondant aux protéines non-agrégées. Les formes acides de FLG, correspondant aux formes désiminées,
n‘ont pas interagi avec les kératines et sont restées solubles. (B) Suivi par
western blot de la protéolyse in vitro par la calpaine 1 de la FLG recombinante non désiminée et de la FLG
désiminée, en fonction du temps.

91



INTRODUCTION — Chapitre VI : Les peptidyl-arginine désiminases

. Par ailleurs, la filaggrine-2 (une autre SFTP) pourrait aussi étre désiminée. Cette protéine
semble présenter un métabolisme similaire a celui de la FLG, et tout comme la FLG, sa désimination
in vitro facilite sa protéolyse par la calpaine 1 . Cependant, il n’a pour l'instant pas

été démontré que cette protéine est désiminée in vivo.

b. Expression et activité des PADs dans I'épiderme

Aux niveaux ARN et protéine, seuls trois isotypes de PADs sont exprimés dans I'épiderme humain :
les PADs 1, 2 et 3 . En immunofluorescence indirecte, la
PAD1 est détectée dans le cytoplasme de tous les kératinocytes vivants avec un gradient d’intensité
croissante depuis la couche basale vers la couche granuleuse. En immunomicroscopie électronique,
elle est de plus retrouvée dans toute la couche cornée, au sein de la matrice intracornéocytaire

. La PAD2 est retrouvée dans le cytoplasme des kératinocytes épineux et a la
périphérie des kératinocytes granuleux . La PAD3 est quant a elle détectée dans le
cytoplasme des kératinocytes granuleux en immunofluorescence indirecte et est aussi détectée dans
la matrice des assises profondes de cornéocytes de la couche cornée en immunomicroscopie

électronique

Figure 52: Localisation des PADs 1, 2 et 3 dans I'épiderme humain. Les PADs ont été détectées par
immunofluorescence indirecte avec des anticorps anti-peptides spécifiques de chaque isotype et observées en
microscopie confocale. Barre d’échelle = 20 um.

Bien que les protéines désiminées soient détectées uniquement au niveau de la couche cornée,
les PADs 1 et 2 sont détectées dans les couches basale et/ou épineuse. On peut donc supposer
gu’elles n’y sont pas actives, peut-étre du fait d’'une trop faible concentration en calcium
intracellulaire. En effet, nous avons vu précédemment que la concentration en calcium suit un
gradient d’intensité croissante de la couche basale vers la couche granuleuse, ou elle atteint un
maximum, et diminue ensuite au sein de la couche cornée . Les PADs
seraient ainsi actives uniquement au niveau des couches granuleuse et cornée, ou la concentration

en calcium est la plus forte.
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In vitro, les trois isotypes de PADs épidermiques sont capables de désiminer la FLG. Néanmoins, la
PAD2 étant détectée uniquement en périphérie des cellules granuleuses et étant absente de la
couche cornée, il est peu probable que cet isotype participe a la désimination de la FLG in vivo. Par
contre, des analyses en immunomicroscopie électronique ont montré que la PAD1 et la PAD3
colocalisent partiellement avec la (pro)FLG au niveau des granules de kératohyaline de la couche
granuleuse et dans la matrice fibreuse des cornéocytes les plus profonds

. De plus, les marquages de la FLG et de la PAD3 disparaissent simultanément au niveau de
la couche cornée superficielle . Ceci suggere que la PAD1 et la PAD3 sont responsables
de la désimination de la FLG in vivo. En outre, la PAD1 étant le seul isotype détecté jusqu’en haut de
la couche cornée, elle semble donc étre la meilleure candidate pour la désimination des kératines 1

et 10 dans les assises les plus superficielles de cornéocytes.

Les fonctions de la PAD2 et ses cibles dans I'épiderme n’ont a ce jour pas été mises en évidence.
Les souris dont le gene Padi2 a été invalidé ne présentent aucun phénotype cutané remarquable.
L'absence de Pad2 ne modifie ni le profil d’expression, ni le taux de protéines désiminées dans
I’épiderme. Pourtant aucune compensation par les autres isotypes de Pad n’a été mise en évidence.
Chez ces souris, la différenciation épidermique ainsi que la fonction barriére ne sont pas altérées

. Il semble donc que cet isotype ne joue pas de réle en condition normale dans

I’'homéostasie épidermique, chez la souris tout du moins.

Figure 53 : Localisation des PADs 1 et 3 dans les couches granuleuse et cornée et colocalisation avec la
filaggrine. Double immunodétection de la FLG (billes d’or de 10 nm) et de la PAD1 (A) ou de la PAD3 (B) (billes
d’or de 5 nm) et observation en microscopie électronique a transmission. Barre d’échelle = 0,1 um (A.a, b et d),
0,2 um (A.c et D). C1-C8 : différentes assises de cornéocytes de la couche cornée, G : couche granuleuse, KG :
granules de kératohyaline, KIF : filaments intermédiaires de kératines.
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2. Roles physiologiques des PADs dans le follicule pileux

a. Substrats des PADs dans le follicule pileux

Dans le follicule pileux, les protéines désiminées sont détectées dans toutes les couches de la
gaine épithéliale interne : couche de Henlé, cuticule et couche de Huxley, ainsi que dans la médulla

et la cuticule de la tige pilaire

Figure 54 : Localisation des protéines désiminées dans le follicule pileux. Détection des protéines désiminées
sur cryosection longitudinale de follicule pileux humain par immunohistochimie (AMC). La fleche rouge indique
la couche de Henlé. La double fleche bleue indique la cuticule de la gaine épithéliale interne. ORS : gaine
épithéliale externe, IRS : gaine épithéliale interne, M : Médulla.

Plusieurs substrats folliculaires des PADs ont été identifiés. Il s’agit de la TCHH et de la protéine

S100A3 ainsi que de certaines kératines de la gaine interne

La TCHH est le premier substrat des PADs a avoir été mis en évidence et est le substrat des PADs
prédominant du follicule pileux. Ceci est notamment expliqué par le fait que la TCHH est trés riche en
arginines, qui représentent 23,9% des acides aminés composant son domaine répétitif central

. Comme décrit précédemment, la TCHH est exprimée dans les trois couches de la gaine
épithéliale interne ainsi que dans la médulla et joue un réle important dans le processus de
différenciation de ces compartiments . Comme pour la FLG, la désimination
de la TCHH semble avoir deux fonctions majeures pour son métabolisme. Elle va engendrer une
diminution de son organisation structurelle, et en particulier un dépliement de nombreuses hélice-a
de son domaine répétitif central, ce qui provoque I'augmentation de sa solubilité d’une part et,
d’autre part, de sa susceptibilité a I'activité des TGases et en particulier de la TGase 3. Un plus grand
nombre de glutamines deviendrait accessible aux TGases pour la formation de liaisons e-(y-glutamyl)-
lysine, sans doute du fait d’'une diminution de I'organisation structurale de la TCCH. Ceci a été

démontré in vitro en utilisant une forme recombinante du domaine 8 de la TCHH
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La protéine S100A3 appartient a la famille des protéines S100, c’est donc une protéine qui fixe le
calcium. S100A3 est une petite protéine, de 11 kDa, qui a la particularité d’étre riche en cystéine et
de présenter des sites de fixation au zinc. En outre, elle contient seulement quatre résidus arginine.
S100A3 est fortement exprimée dans les cellules de la cuticule de la tige pilaire et semble jouer un
réle important dans la différenciation de cette couche . Une fois la cuticule
différenciée, S100A3 est localisée au niveau de I'endocuticule. Il a été démontré que cette protéine
est progressivement désiminée au cours de la différenciation cuticulaire. Dans la cuticule immature,
S100A3 est présente sous forme de dimére. Lors de la différenciation cuticulaire, sa désimination (et
en particulier celle de I'arginine 51) engendre sa tétramérisation, ce qui semblerait accroitre sa
capacité a fixer le calcium . Cette protéine pourrait donc servir de réservoir de
calcium dans la cuticule. Récemment, une étude a montré une corrélation positive entre le taux de
désimination de S100A3 et la résistance de la cuticule. Ceci suggére que S100A3 participe au

renforcement de la cuticule et que sa désimination est essentielle a cette fonction

b. Expression différentielle des PADs dans le follicule pileux

Les PADs 1, 2 et 3 sont exprimées dans le follicule pileux. Elles semblent toutes trois étre
présentes dans les trois couches de la gaine interne (couches de Henlé, Huxley et cuticule) ainsi que
dans la cuticule de la tige pilaire. De plus, la PAD1 est aussi détectée dans la gaine de Ito, la PAD3 est
le seul isotype présent au niveau de la médulla , etles PADs 1 et 2

ont parfois aussi été détectées dans le cortex de la tige pilaire

Figure 55 : Localisation des PADs 1 et 3 dans le follicule pileux. Détection des PADs 1 (A) ou 3 (B) et des
desmogléines (DSG1-2) sur cryosections longitudinales de follicule pileux humain par immunofluorescence
indirecte. He : couche de Henlé, He* : couche de Henlé cornifiée, Hu : couche de Huxley, iCu : cuticule de la
gaine interne, IRS : gaine interne, M : médulla, cl : gaine de Ito, dp : papille dermique.
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Dans la médulla, seule la PAD3 est détectée. Cet isotype semble donc étre responsable de la
désimination de la TCHH dans cette couche. Il a de plus été montré que la PAD3 colocalise avec la
TCHH dans la médulla ainsi que dans la gaine épithéliale interne

. La PAD3 est donc la meilleure candidate pour la désimination de la TCHH. On ne peut
cependant pas exclure I'intervention des PADs 1 et 2 au niveau de la gaine interne.

D’autre part, les trois PADs colocalisent avec la protéine S100A3 au niveau de la cuticule de la tige
pilaire . In vitro, les trois PADs modifient de maniere différentielle la protéine S100A3
recombinante. Les PADs 1 et 2 sont capables de convertir les quatre arginines de S100A3 en citrulline
alors que la PAD3 agit uniqguement sur l'arginine 51. Or la protéine S100A3 semble étre
majoritairement désiminée au niveau de I'arginine 51 in vivo, et c’est la désimination de ce résidu qui
induit sa tétramérisation. L'activité spécifique de la PAD3 sur cette arginine en fait donc la meilleure

candidate pour la désimination de S100A3 in vivo

Figure 56 : Localisation des protéines désiminées dans le follicule pileux. (A-B) Double marquage de la PAD3
et de la TCHH sur cryosections de follicules pileux humains en immunofluorescence indirecte. Hu : Couche de
Huxley. Barre d’échelle = 150 um. (C) Double marquages
des Pads 1, 2 ou 3 et de la protéine S100A3 sur des coupes de follicules pileux humains fixés. Barre d’échelle =
50 pm.
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3. PADs et pathologies cutanées

Une diminution de la désimination des protéines, et en particulier de la kératine 1, a été
observée dans I'épiderme de patients atteints de psoriasis (OMIM #177900) ou d’érythrodermie
ichtyosiforme congénitale bulleuse (OMIM #113800) . Le
psoriasis est une dermatose inflammatoire chronique et multifactorielle, touchant en moyenne 2%
de la population dans les pays occidentaux. Elle se caractérise par I'apparition par poussées de
plaques érythémateuses et squameuses, un infiltrat de cellules pro-inflammatoires dans le derme et
I’épiderme, et par une hyperprolifération et une altération de la différenciation des kératinocytes.
L’érythrodermie ichtyosiforme congénitale bulleuse est une génodermatose autosomique rare,
caractérisée par la formation de cloques et d’érythemes a la naissance suivie du développement
d’une hyperkératose s’aggravant avec I'age. Par ailleurs, une étude préliminaire réalisée dans notre
laboratoire tend a montrer une diminution du taux de protéines désiminées dans I'épiderme de
patients atteints de dermatite atopique . Cependant le lien entre la
diminution du taux de désimination épidermique et le développement de ces pathologies restent a

élucider.

G. Autres implications physiologiques et pathologiques des PADs

Du fait de la trés large distribution tissulaire des PADs et du nombre toujours grandissant de
protéines désiminées identifiées dans divers tissus et compartiments subcellulaires, la désimination
est probablement impliquée dans de trés nombreux processus physiologiques. Les roles précis de
chaque isotype dans les différents tissus ou elles sont exprimées ainsi que I'effet de la désimination
des divers substrats identifiés restent cependant encore largement inconnus. Les fonctions de la
désimination et des PADs dans quelques processus physiologiques commencent tout de méme a étre
élucidées. Les PADs sont de plus impliquées dans divers processus pathologiques, dont un bref

apercu sera donné ici

1. Roles physiologiques des PADs

0. Homéostasie du systéeme nerveux central

Dans le systéme nerveux central, la MBP est désiminée en condition normale. Cette protéine est
synthétisée par les oligodendrocytes ; c’est un des composants majoritaires de la gaine de myéline,
une gaine multi-lamellaire protéo-lipidique entourant la plupart des axones et facilitant le passage de

I'influx nerveux.la formation et la stabilité de cette gaine résident dans ['établissement
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Figure 57 : Vue d’ensemble des implications physiologiques et pathologiques des PADs. Voir le texte pour
détails.
d’interactions entre les protéines basiques la composant, notamment la MBP, et les phospholipides
chargés négativement. La MBP peut subir un certain nombre de modifications post-traductionnelles
telles que la phosphorylation, la méthylation ou la désimination. La PAD2 est I'isotype principalement
retrouvé dans le systeme nerveux central mais on y détecte aussi la PAD4 . La
PAD2 est en particulier fortement exprimée par les oligodendrocytes, les astrocytes et les cellules
microgliales. C’est donc elle qui semble principalement responsable de la désimination de la MBP. La
désimination de la MBP engendre une diminution de ses interactions avec les phospholipides de la
gaine. En effet, alors que la MBP non modifiée forme des gaines de myéline trés compactes, la MBP
désiminée semble se complexer plus rapidement aux lipides mais de manieére moins ordonnée
. De plus, la désimination de la MBP la rend plus susceptible a la protéolyse
. La désimination de la MBP semble donc jouer un réle crucial dans la plasticité
et 'homéostasie du systeme nerveux central. En accord avec cela, dans le systéme nerveux central
des jeunes enfants (présentant une plus grande plasticité que celui de I'adulte), la quasi-totalité de la
MBP est désiminée alors qu’a I'age adulte, le taux de désimination de la MBP est d’environ 20%
. Les souris déficientes en Pad2 présentent une forte diminution de la
désimination des protéines du cerveau, y compris de la MBP, démontrant le réle prépondérant joué
par cet isotype. De maniere surprenante, ces souris ne présentent cependant pas d’anomalie
majeure de développement du systéme nerveux central, la structure et la stabilité des gaines de

myéline ne semblant pas perturbées
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La protéine fibrillaire acide des cellules gliales (GFAP pour « glial fibrillary acidic protein » en

anglais) semble aussi étre désiminée dans le cerveau humain en condition normale

. La GFAP est une protéine faisant partie de la famille des composants des filaments
intermédiaires de type Ill et est exprimée par les cellules gliales et les astrocytes. La désimination de
cette protéine pourrait jouer un réle dans la polymérisation/dépolymérisation de ces filaments.

De plus, la PAD3 est co-exprimée avec la PAD2 dans des cellules de Schwann humaines en culture,
dans le systéeme nerveux central foetal humain (son expression diminuant au fur et a mesure du
développement alors que celle de la PAD2 augmente), ainsi que dans des cellules souches neurales
en culture . Dans ces dernieéres, il semblerait que la PAD3 joue un

role important dans la régulation de la balance entre survie et mort cellulaire par apoptose

b. Ovogeneése et embryogenése

La PADG est le seul isotype exprimé dans les ovocytes
Bien qu’aucune activité enzymatique de cet isotype n’ait été démontrée in vitro, elle semble jouer un
role important dans la maturation de l'ovocyte et les premiers stades du développement
embryonnaire. Ceci a été démontré grace a I'étude de souris invalidées pour le géne Padi6. Ces
souris sont viables et produisent des ovocytes qui peuvent étre fécondés. Cependant, le
développement embryonnaire s’arréte trés précocement, au stade 2 cellules, a cause d'une
désorganisation importante du cytosquelette

Dans I'ovocyte et I'embryon a un stade de développement précoce, la Pad6 est localisée au
niveau d’une structure du cytosquelette encore mal caractérisée, appelée « maille cytoplasmique de
I'ovocyte » (ou « oocyte cytoplasmic lattices » en anglais, qui semble contenir des filaments de
tubulines, de I’ARN et des ribosomes). Cette structure du cytosquelette est désorganisée dans les
ovocytes des souris invalidées pour le gene Padi6, ce qui montre que la Pad6 est essentielle a la
formation et I'accumulation de cette structure unique. De plus, il a été rapporté que I'a-tubuline
s’associe a la Pad6 et que la déplétion de Pad6 altere dramatiquement la polymérisation, la stabilité
et I'activité motrice des microtubules. Ainsi, la redistribution médiée par les microtubules de
certaines organelles (réticulum endoplasmique et mitochondries notamment) durant la maturation
de I'ovocyte est altérée en I'absence de Pad6

Tout récemment, des mutations du gene PADI6 ont été identifiées chez des femmes souffrant
d’infertilité due a un arrét précoce du développement embryonnaire

. Cette découverte démontre le réle majeur de la PAD6 dans I'embryogenése chez 'homme.
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c. Régulation de I’expression génique et pluripotence

Dans le noyau, I’ADN des eucaryotes est compacté sous forme de chromatine, dont I'unité de
base est le nucléosome. Il est composé d’ADN enroulé autour d’un octamere d’histones constitué de
deux copies de H2A, H2B, H3 et H4. Cette structure est régulierement répétée pour former le
nucléofilament. Une cinquieme histone, non nucléosomale, I'histone H1, interagit avec I’ADN entre
les nucléosomes, et permet la formation du chromosome compacté. La compaction de la chromatine
joue un réle majeur dans la régulation de la transcription et de la réplication de ’ADN. Les extrémités
amino-terminales des histones accessibles a la surface du nucléosome sont les cibles de diverses
modifications post-traductionnelles telles que la méthylation, I'acétylation, la phosphorylation ou
encore la désimination. Celles-ci controlent I'état de condensation de la chromatine et régulent ainsi
I’expression génique. On parle du « code des histones » ou d’épigénétique

La désimination des histones joue un réle prépondérant dans la régulation de la transcription de
certains génes. Alors que les cestrogénes activent I'expression du géne PADI4

, la désimination des histones H3 et H4 par la PAD4 réprime I'expression de certains génes
cibles des cestrogénes, en s’opposant a la méthylation de ces histones. En effet, les mémes arginines
des histones peuvent étre méthylées ou désiminées. Alors que les arginines désiminées des histones
H3 et H4 ne peuvent pas étre méthylées par la méthyltransférase CARM1, les arginines
monométhylées peuvent, elles, étre directement désiminées par la PAD4

. Ces travaux, publiés par deux équipes distinctes, ont démontré pour la premiere
fois que la méthylation des arginines (mono-méthyl-arginine) des histones est réversible, grace a
I'action de la PADA4.

Depuis, il a par exemple été montré que la PAD4 s’associe et collabore avec |’histone déacétylase
1 (HDAC1) au niveau du promoteur du géne de pS2, un suppresseur de tumeurs, exprimé par les
cellules de la muqueuse gastrique, sous contrdle des cestrogenes. Ceci aboutit a une condensation de
la chromatine et a la répression de la transcription du géne pS2, I’ADN polymérase Il ne pouvant plus
se lier au promoteur

La PAD2 pourrait elle aussi moduler I'expression de certains génes en désiminant les histones. En
particulier, il a été montré dans des cellules MCF-7 que I'estradiol stimule le recrutement de la PAD2
au niveau du promoteur de ses genes cibles. La PAD2 (ne possédant pas de signal de relocalisation au
noyau) serait transloquée au noyau via son interaction directe avec le récepteur aux cestrogénes
ERa. Le complexe PAD2/ERa se fixe ensuite aux éléments de réponse aux cestrogénes des
promoteurs des genes cibles, et la PAD2 y désimine spécifiquement I'arginine 26 de I’histone H3.
Cette modification de I'histone H3 semble alors engendrer une décondensation de la chromatine et

une activation de la transcription
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Il semble donc que la désimination des histones engendre dans certains cas une compaction de la
chromatine et dans d’autres cas une décompaction de celle-ci. Cela dépend de I'arginine (des
arginines) ciblée(s) par les PADs sur les différentes histones, et donc de la PAD et/ou des cofacteurs
impliqués, eux-mémes dépendants du type cellulaire, et de la nature du stimulus déclencheur.

Plusieurs études ont aussi montré une action antagoniste de la PAD4 et de p53, un facteur de
transcription impliqué dans de nombreuses voies de signalisation cellulaires telles que le contrdle du
cycle cellulaire, I'apoptose ou encore I'autophagie. Alors que p53 est capable d’activer I'expression
du gene PADI4 en se fixant a une région intronique de celui-ci, la PAD4 est recrutée sur les
promoteurs de certains genes cibles de p53 et régule leur expression. Dans diverses études menées
in vitro dans des lignées cellulaires (U20S, MCF-7 et HTC116 notamment), la PAD4 fonctionne
comme un corépresseur de p53 en s’opposant a la méthylation des histones au niveau du promoteur
de genes cibles de p53 tels que p21, PUMA, GADD45 et OKL38, ce qui réprime leur expression. Ainsi,
I'activité de la PAD4 est associée a une répression de l'activité de p53, induisant une
hyperprolifération de ces cellules . Par ailleurs, il a été montré que la
PAD4 coopére avec I'histone déacétylase 2 (HDAC2) pour réprimer I'expression des génes p21, PUMA
et GADD45. Apres une lésion de I’ADN, PAD4 et HDAC2 se dissocient de leur promoteur, ce qui induit
I’expression des genes et I'entrée en apoptose. En outre, dans ces mémes cellules, I'inhibition de
I'activité de la PAD4 avec le Cl-amidine, un inhibiteur des PADs , induit une
augmentation de I'expression des geénes cibles de p53 et aboutit a I'apoptose . Ceci
démontre bien le role primordial de I'activité de la PAD4 dans ces mécanismes complexes de mort
cellulaire tel que I'apoptose. A I'inverse, dans d’autres lignées cellulaires (lymphocytes T immortalisés
Jurkat et cellules leucémiques HL-60 notamment), la surexpression expérimentale de la PAD4 active
la voie p53 et aboutit a une induction de I'apoptose . Ces divergences de résultats
peuvent étre dues aux différences entre les types cellulaires utilisés mais aussi au fait que dans un
cas c’est I'expression de la PAD4 endogene et son inhibition qui sont étudiées et dans I'autre cas c’est
I'effet de la surexpression d’'une PAD4 recombinante qui est analysé. Quoiqu’il en soit, 'ensemble de
ces études montre que la désimination des histones par la PAD4 régule finement I'expression des
génes cibles de p53.

Récemment, Christophorou et al. ont montré que le niveau d’expression du géne Padi4 est plus
élevé dans des cellules pluripotentes, telles que les cellules souches embryonnaires (cellules ES) et
des cellules souches pluripotentes induites (cellules iPS), que dans des cellules multipotentes de
souris, telles que les cellules souches neurales NSO4G, I'expression de Padi4 étant fortement
corrélée a celle de genes impliqués dans la pluripotence (Nanog, KLf2, Tcll, Tcfap2 et Kit). Le
traitement d’embryons au stade 8-cellules avec un inhibiteur de PADs, le Cl-amidine, entraine a forte

dose (200 uM) un arrét complet du développement, et a faible dose (10 uM) une diminution de la

101



INTRODUCTION — Chapitre VI : Les peptidyl-arginine désiminases

citrullination des histones (notamment de |’histone H3) ainsi qu’'une diminution du nombre de
cellules multipotentes. De plus, les auteurs ont montré que dans les cellules ES, les différents variants
d’histone H1 sont citrullinés au niveau d’une arginine conservée et impliquée dans la liaison a I’ADN.
La surexpression de la Pad4 dans les cellules neurales NSO4G ou dans des cellules différenciées induit
une augmentation de la citrullination de I'histone H1 et sa dissociation de 'ADN ainsi qu’une
décondensation globale de la chromatine. L’ensemble de ces résultats démontre que la Pad4 joue un
role clé dans le maintien de la pluripotence en assurant la conservation d’une structure ouverte de la

chromatine via la citrullination de I’histone H1

Figure 58 : Implication de la Pad4 dans le maintien de la pluripotence. Voir le texte pour détails.

d. Apoptose et autophagie

Comme expliqué dans le paragraphe précédent, la PAD4 est impliquée dans l'induction de
I’'apoptose via sa capacité a réguler I'expression des génes cibles de p53.

Par ailleurs, il a été suggéré que l'influx calcique induit lors de I'apoptose engendre une
augmentation globale de la désimination au sein de la cellule (I'activité des PADs étant dépendante
du calcium), ce qui faciliterait la dégradation des protéines intracellulaires. En effet, I'induction de
I'apoptose dans des macrophages murins et humains en culture par un ionophore du calcium
provoque la désimination de la vimentine, le composant des filaments intermédiaires des cellules
mésenchymateuses, ce qui aboutit a une désorganisation du cytosquelette. La désimination de la
vimentine empéche sa phosphorylation et bloque ainsi sa polymérisation. La vimentine serait en

conséquence plus accessible aux protéases
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. De plus, lors de l'induction de I'apoptose dans des kératinocytes de rat en culture par un
ionophore du calcium, une protéine de 70 kDa localisée a la périphérie des noyaux est également
désiminée. Ceci pourrait provoquer le désassemblage de la matrice nucléaire, une des étapes les
plus tardives du processus apoptotique

La PAD3 a aussi été impliquée dans la régulation de la balance entre survie et mort cellulaire par
apoptose dans les cellules souches neurales humaines. En effet, lorsque I'expression de la PAD3 est
inhibée par interférence a I’ARN dans ces cellules, I'induction de I'apoptose par la thapsigargine
(molécule provoquant la libération de calcium intracellulaire depuis le réticulum endoplasmique vers
le cytosol) est fortement réduite. Cet effet n’est pas observé lors de I'inhibition de I'expression de la
PAD?2. La thapsigargine induit une augmentation de I'expression de la PAD3 (alors que I'expression de
la PAD2 n’est pas modifiée) et une désorganisation du cytosquelette, probablement due a une
augmentation de la citrullination de la vimentine. De plus, la thapsigargine engendre la translocation
au noyau du facteur induisant I'apoptose (AIF pour « apoptosis inducing factor » en anglais, une
protéine localisée au niveau de la membrane des mitochondries). Lorsque les cellules sont traitées
avec le Cl-amidine en plus de la thapsigargine, le facteur AIF n’est pas transloqué au noyau et
I'organisation du cytosquelette est normale. En outre, il a été montré que la PAD3 interagit
directement avec le facteur AIF et que le facteur AIF est désiminé lors de I'induction de I'apoptose. Il
semblerait donc que la désimination de AIF induise sa dissociation du cytosquelette, permette sa

translocation au noyau et induise ainsi I'apoptose dans les cellules souches neurales humaines

Aussi, la désimination a récemment été impliquée dans la régulation de I'autophagie dans des
cellules cancéreuses. L'autophagie (ou macroautophagie ; qui signifie « qui se mange soi-méme »),
dont les voies de régulation se recoupent largement avec celles de I'apoptose, peut a la fois
constituer un mécanisme de survie cellulaire, en permettant le recyclage des protéines et organites
cellulaires, ou de mort cellulaire, via la dégradation massive des organelles ; on parle dans ce cas de
mort autophagique. Dans des lignées cellulaires d’ostéosarcome (U20S) et de cancer du sein (MDA-
MB-231), I'inhibition de la PAD4 avec I'inhibiteur spécifique YW3-56 induit une
augmentation de I'autophagie aboutissant a une diminution de la viabilité cellulaire. Il a été montré
gue ce mécanisme passe par la voie p53. Le composé YW3-56 induit une augmentation de
I’expression de la sestrine 2 (SESN2), une cible de p53, qui inhibe la voie mTORC1 et induit ainsi une
augmentation de I'autophagie . Ce composé agit en inhibant Ia
désimination des histones au niveau du promoteur du gene SESN2, ce qui augmente la fixation de
p53 et induit I'expression de SESN2 . De plus, le traitement avec YW3-56 des
cellules de cancer du sein MDA-MB-231 agit sur la voie de réponse au stress du réticulum

endoplasmique et induit notamment une augmentation de I'expression de ATF4, lui aussi capable
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d’induire I'expression de génes impliqués dans la régulation de I'autophagie tel que SESN2

. En opposition a cela, une autre étude a démontré qu’une surexpression de la PAD4 dans
des lignées de carcinome hépatocellulaire augmente la résistance des cellules a la chimiothérapie via
une induction de I'autophagie, qui protege cette fois-ci la cellule cancéreuse contre le stress d{ au

traitement

e. Formation des NETSs et autres réles dans I'inflammation

Comme l'apoptose, la formation des « pieges extracellulaires des neutrophiles » (NET pour
« neutrophil extracellular trap » en anglais), ou NETose, est un phénomeéne induit par le calcium dans
lequel la désimination semble jouer un réle majeur. Les polynucléaires neutrophiles (ou
neutrophiles), qui représentent environ 75% des globules blancs, forment la premiere ligne de
défense contre les micro-organismes pathogenes, via la libération de protéases, la production de
dérivés réactifs de 'oxygene ou la phagocytose. Récemment, une réponse immunologique unique
des neutrophiles a été caractérisée : la NETose suicidaire, durant laquelle les neutrophiles meurent et
libérent leur chromatine sous forme décondensée associée a des protéines et peptides
antimicrobiens . Cette chromatine forme une sorte de filet qui va capturer les pathogéenes
et induire leur mort. Il a été suggéré que ce mécanisme constitue une voie de défense alternative des
neutrophiles lorsque les pathogéenes sont trop gros pour étre phagocytés

Plusieurs études ont démontré que la PAD4 joue un rble crucial dans la formation des NETs.
L’augmentation de la concentration en calcium intracellulaire induit I'activation de la PAD4 qui va
engendrer une hypercitrullination des histones résultant en une décondensation spectaculaire de la
chromatine . L'inhibition des PADs par le Cl-amidine inhibe la formation des NETs aussi

bien in vitro dans des granulocytes HL-60 que in vivo dans divers modeéles murins

Figure 59 : Implication de la PAD4 dans la formation des NETs. Voir le texte pour détails.
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comme par exemple dans un modele de lupus érythémateux disséminé ou de septicémie

. Ceci démontre que la désimination des histones est une étape clé de la
NETose. De plus, des souris déficientes en PAD4 présentent un défaut de formation des NETs lors de
I'infection par le streptocoque du groupe A (Streptococcus pyogenes ; ), prouvant
I'implication majeure de la PAD4 dans ce processus de défense. En outre, une étude récente suggere
qgue la PAD2 jouerait un rdle similaire dans des macrophages isolés de tissu adipeux de la glande
mammaire, ou son activation induirait la formation de « piéges extracellulaires des macrophages »
(MET pour « macrophage extracellular traps » en anglais)

Plusieurs chimiokines sont désiminées in vivo et leur désimination semble diminuer leur
activité chimiotactique. Les chimiokines sont des protéines solubles capables d’attirer les leucocytes
lors d’une inflammation. CXCL10 est la premiere cytokine dont la désimination in vivo a été
rapportée. Il a été montré que sa désimination diminue son chimiotactisme et réduit sa capacité a
fixer I’'héparine . L'interleukine 8 (IL-8 ou CXCL8) est également désiminée in vivo.
Sa désimination semble diminuer sa capacité a attirer les neutrophiles sur le site de I'inflammation
dans un modele murin et augmenter sa capacité a induire le relargage des neutrophiles de la moelle
osseuse vers le sang circulant . La désimination de CXCL12
inhibe également ses propriétés inflammatoires et en particulier son potentiel antiviral. En effet, il a
été montré dans des cellules T leucémiques MT-4 que lorsqu’elle est désiminée, CXCL12 n’est plus
capable de se fixer a son partenaire CXCR4 et donc de prévenir l'infection par le virus de
I'immunodéficience humaine de type 1 . Les PADs 2 et 4 étant toutes deux
exprimées dans les cellules mononuclées du sang périphérique, elles sont l'une et/ou l'autre
responsable(s) de la désimination de ces chimiokines. Par ailleurs, il existe un lien entre désimination
des chimiokines et NETose puisque I'IL-8 active la formation des NETs dans certaines conditions de

culture

2. Implications des PADs en pathologies
a. Polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (OMIM #180300) est une maladie auto-immune touchant 0,5 a 1 % de
la population mondiale. Elle est caractérisée par une inflammation chronique des articulations
synoviales qui peut aboutir a une érosion ostéo-cartilagineuse douloureuse et handicapante. Plus
précisément, I'inflammation du tissu synovial de I'articulation engendre son bourgeonnement, on
parle alors de panus synovial, et s’Taccompagne, comme toute inflammation, d’une infiltration

tissulaire de cellules immunitaires.
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De nombreux auto-anticorps sont présents dans le sérum des patients atteints de polyarthrite
rhumatoide. Parmi eux, on distingue une population hautement spécifique de la maladie : les auto-
anticorps anti-protéines citrullinés (ACPAs pour « anti-citrullinated proteins autoantibodies » en
anglais), présents chez environ 70% des patients. Les ACPAs apparaissent trés précocement dans le
sérum des patients, parfois plusieurs années avant I'apparition des premiers signes cliniques, et sont
actuellement utilisés pour le diagnostic de la maladie.

Les principaux auto-antigenes reconnus par les ACPAs dans |’articulation synoviale correspondent
a des formes désiminées des chaines Aa et Bf de la fibrine. La fibrine est une protéine insoluble,
impliquée dans le processus de coagulation. Elle est formée a partir du fibrinogene, glycoprotéine
soluble majoritairement synthétisée par les hépatocytes et présente dans le plasma, sous I'action de
la thrombine. La thrombine initie la polymérisation de la fibrine en clivant les régions amino-
terminales des chaines Aa et BB du fibrinogéne, ce qui provoque une modification de leur charge et
permet leur interaction. Les polymeéres de fibrine sont ensuite stabilisés par des liaisons covalentes
sous l'action d’une TGase, le facteur Xllla. Comme dans toute inflammation, un dép6t de fibrine est
observé dans les articulations rhumatoides suite a I'extravasation de plasma au niveau du tissu
enflammé. Le conflit antigéne/anticorps entre le dépdt extravasculaire de fibrine désiminée et les
ACPAs participe ainsi a 'auto-entretien de la maladie . Dans le tissu synovial rhumatoide,
les PADs 2 et 4 sont présentes et leur expression est corrélée a lintensité de l'inflammation

. Elles sont donc probablement toutes deux responsables de la désimination
de la fibrine. Cependant, la fibrine est désiminée lors de la cicatrisation de la peau des souris dont le
géne Padi2 a été inactivé ; dans ce cas, la présence de Pad2 ne semble donc pas nécessaire pour que
la fibrine soit correctement désiminée . De plus, la fibrine désiminée n’est pas
spécifique de la polyarthrite rhumatoide, puisqu’elle est présente dans de nombreuses maladies
articulaires inflammatoires, contrairement aux ACPAs qui sont eux hautement spécifiques de la
maladie

Une autre classe d’auto-anticorps spécifiques de la polyarthrite rhumatoide a plus récemment été
décrite : il s’agit d’auto-anticorps anti-PADA4. La présence de ces auto-anticorps a de plus été associée
a des formes plus séveres de la maladie .Ensefixantala
PAD4, ils augmenteraient sa sensibilité au calcium et donc son activité

La polyarthrite rhumatoide est une pathologie multifactorielle pour laquelle plusieurs facteurs
génétiques ont été impliqués. Le polymorphisme le plus fortement associé a cette maladie est celui
du gene HLA-DRBI1, codant la chaine B de la molécule HLA-DR . La molécule HLA-
DR est un hétérodimere, constitué d’une chaine a (HLA-DRA) et d’'une chaine B (HLA-DRB), enchassé
dans la membrane plasmique des cellules présentatrices d’antigeénes. C'est cet hétérodimére qui

interagit avec les peptides antigéniques et les présente aux lymphocytes T. De maniére intéressante,
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Figure 60 : Implication des PADs 2 et 4 dans I'auto-entretien de la polyarthrite rhumatoide. Voir le texte pour
détails.

la protéine HLA-DR1001, codée par l'allele de susceptibilité a la polyarthrite rhumatoide HLA-
DRB1*1001, montre une plus grande affinité pour les peptides désiminés que les autres formes

d’HLA-DR, ce qui prouve encore le role prépondérant des auto-antigénes désiminés dans la maladie

Un autre facteur de prédisposition important est un polymorphisme spécifique (p.Arg620Trp) du
géne PTPN22 (protein phosphatase tyrosine non-receptor type 22) qui augmente encore le risque de
développer la maladie chez les porteurs d’un polymorphisme HLA-DR. La protéine PTPTN22 est
exprimée dans les cellules mononuclées du sang périphérique ainsi que dans les neutrophiles. Il a
récemment été démontré que PTPN22 est un inhibiteur de la PAD4. PTPN22 inhibe la PAD4,
indépendamment de son activité phosphatase, en interagissant avec I'enzyme. Or, lorsque le résidu
arginine 620 de PTPN22 est converti en tyrosine, elle est incapable d’interagir avec la PAD4

. Ceci suggere donc que le polymorphisme p.Arg620Trp du géne PTPN22 augmente le risque
de développer une polyarthrite rhumatoide en induisant une désimination excessive, la PAD4 n’étant
plus inhibée.

Enfin, une association entre certains haplotypes du géne PADI4 et la polyarthrite rhumatoide a

été retrouvée dans des populations japonaises, coréennes, nord-américaines et francaises

. Elle n’a cependant pas été retrouvée dans d’autres études réalisées sur des populations

indiennes, chinoises, anglaises, francaises et espagnoles
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. Il a été suggéré que les ARNm codés par le géne PADI4
portant ces haplotypes pourraient étre plus stables, ce qui conduirait a une augmentation de
I’expression protéique de la PAD4 dans les tissus synoviaux rhumatoides

L’ensemble de ces données suggére que les PADs et la désimination jouent un réle prépondérant
dans la physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide. Cette hypothése a été renforcée par les
résultats obtenus suite a l'inhibition des Pads dans un modeéle murin d’arthrite induite par le
collagene. En effet, le traitement des souris avec le Cl-amidine entraine une diminution de la
citrullination des tissus synoviaux atteints et de la sévérité des symptomes, avec une diminution de
I'inflammation, une réduction de |’épaisseur du panus synovial ainsi qu’une diminution de la
destruction de I'os et du cartilage, en comparaison aux souris contréles. En outre, cet effet est dose-
dépendant . Les PADs semblent donc constituées des cibles thérapeutiques

intéressantes pour le traitement de la maladie.

b. Sclérose en plaques et autres maladies neurodégénératives

La sclérose en plaques (OMIM #126200) est la maladie auto-immune du systéme nerveux central
la plus fréquente. Elle est caractérisée par une destruction progressive des gaines de myéline
entourant les axones au sein de la substance blanche. Cette démyélinisation entraine un déclin
progressif des capacités motrices, sensitives et cognitives des patients. Bien que la cause de cette
maladie ne soit pas connue, de multiples facteurs (génétiques, immunologiques ou encore
environnementaux) semblent étre impliqués.

Dans le cerveau des patients atteints de sclérose en plaques, une forte augmentation du taux de
désimination de la MBP ainsi qu’une augmentation de I'expression et de I'activité des PADs 2 et 4 ont
été rapportées. Plus de 45 % de la MBP est en effet désiminée dans le systeme nerveux central des
patients contre 20 % chez les individus sains. Le taux de désimination de la MBP est proportionnel a
la sévérité de la maladie et s’éléve jusqu’a 90 % dans la forme fulgurante de Marburg.

Il a ainsi été proposé que I'hypercitrullination de la MBP joue un rbéle majeur dans le
développement de la maladie. Ceci a été démontré par la génération de souris transgéniques
surexprimant la Pad2 sous contrdle du promoteur du géne Mbp. Ces souris présentent une forte
augmentation de la désimination de la Mbp, accompagnée d’une importante démyélinisation des
axones. La démyélinisation est proportionnelle a I'expression de Pad2 puisqu’elle est plus sévere
dans le cerveau des souris homozygotes que des hétérozygotes. De plus, une augmentation du
nombre d’astrocytes et de macrophages, de la quantité de cytokine pro-inflammatoire TNF-a, de
I’'expression de la Pad4 et de la citrullination des histones sont autant de caractéristiques de la

sclérose en plaques retrouvées dans le systéme nerveux central de ces souris transgéniques
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. L'ensemble de ces résultats suggerent que |'élévation du taux de PADs dans le systeme
nerveux central pourrait étre un évenement précoce du développement de la maladie précédant la
démyélinisation.

De plus, lorsque des modeles murins de sclérose en plaques (présentant tous une
hyperdésimination de la MBP) sont traités avec du 2-chloroacetamidine, un autre inhibiteur de PADs,
les symptomes de la maladie sont atténués . Une diminution de l'infiltrat de
cellules immunitaires et une remyélinisation sont observées dans le systeme nerveux central des
souris traitées. Ceci démontre I'implication de I’ hyperdésimination dans la physiopathologie de la
maladie et suggére fortement que les PADs pourraient étre la aussi des cibles thérapeutiques
intéressantes.

Les nombreux travaux réalisés par I'équipe de Moscarello et Mastronardi leur ont permis de
proposer un modele physiopathologique de la sclérose en plaques dans lequel les PADs 2 et 4 jouent
un role de premier plan. Dans ce modele, une expression anormalement élevée de la PAD2 (qui
pourrait étre due a une hypométhylation de son promoteur) entraine une hypercitrullination de la
MBP, ce qui fragilise la gaine de myéline. De la MBP désiminée et des fragments désiminés de MBP
sont alors libérés de la gaine et induisent une réponse inflammatoire. Des cellules immunitaires sont
recrutées au niveau du systeme nerveux central et attaquent la gaine de myéline, déja fragilisée par
I’hypercitrullination, entrainant sa destruction. En parallele, I'augmentation de TNF-a induit la
translocation de la PAD4 au noyau, ce qui provoque une augmentation de la citrullination des
histones. Ceci participerait a I'induction de lI'apoptose des oligodendrocytes aggravant encore

d’avantage la démyélinisation

Figure 61 : Implication des PADs dans la physiopathologie de la sclérose en plaques. Voir le texte ci-dessus
pour détails.
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Les PADs et la désimination ont aussi été impliquées dans d’autres maladies neurodégénératives.
Dans la maladie d’Alzheimer, par exemple, une augmentation de I'expression de la PAD2 est
observée post-mortem, au niveau de I'hippocampe des patients. De plus, des protéines désiminées
sont détectées dans cette méme région du cerveau chez les individus atteints alors qu’il n’y en a pas
dans celui des individus contrdles . Deux de ces protéines désiminées ont été
identifiées : il s’agit de la vimentine et de la GFAP . Il est intéressant de
noter que cela concerne les astrocytes (cellules nourricieres du systeme nerveux central), et non pas
les cellules nerveuses elles-mémes. Par ailleurs, dans les maladies a prions, une expression accrue de
la PAD2 et une augmentation de la désimination ont été observées dans le systéme nerveux central
des souris infectées par la protéine scrapie et chez des patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-
Jakob. Les protéines hyperdésiminées correspondent ici a la MBP, la GFAP, la vimentine (protéines
structurales) ainsi que I'énolase, I'aldolase et la phosphoglycérate kinase (enzymes de la glycolyse ou
du cycle de Krebs ; ).

Des troubles de la régulation du calcium cellulaire sont observés dans la majorité des maladies
neurodégénératives. Ceux-ci pourraient expliquer I'augmentation de I’activité des PADs et donc de la

guantité de protéines désiminées observée dans les pathologies décrites ci-dessus

c¢. Cancers

Des analyses immunohistologiques menées sur un large panel de tumeurs ont mis en évidence
une surexpression ou une expression ectopique de la PAD4 ainsi qu’'une augmentation du taux de
protéines désiminées dans la majorité des tumeurs cancéreuses analysées comparativement aux
tumeurs bénignes . De plus, un taux sérique élevé de PAD4 ainsi que d’anti-
thrombine désiminée a été trouvé chez les patients atteints de diverses tumeurs malignes, ce taux
sérique diminuant considérablement apreés ablation chirurgicale de la tumeur

. Par ailleurs, il a été montré que la désimination de I’'antithrombine abolit son
activité inhibitrice de la thrombine, ce qui pourrait favoriser I'angiogenése et l'invasion par les
cellules tumorales

Les modifications épigénétiques, et en particulier les modifications des histones, jouent un role
majeur dans la tumorigenese. En effet, I'expression de génes suppresseurs de tumeurs, tels que p53
et ses cibles, est fréquemment inhibée dans les cellules cancéreuses par le biais d’enzymes catalysant
des modifications épigénétiques des histones . Etant donné le lien entre la
PAD4 et p53 , il a été supposé que la surexpression de la PAD4 pourrait étre
directement impliquée dans le développement des cancers. Ceci a depuis été largement démontré

via l'utilisation d’inhibiteurs de PADs, sur des lignées cancéreuses in vitro, et dans des modeles
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murins in vivo. Par exemple, in vitro le Cl-amidine diminue la viabilité des cellules cancéreuses (HL-60,
MCF-7 et HT-29) via une augmentation de I'expression de p21 alors qu’il n'a pas d’effet sur la
croissance des cellules saines (NIH 3T3 par exemple) . In vivo, dans des modeéles
murins de xénogreffes de sarcome ou de cancer du sein, le traitement avec I'inhibiteur YW3-56
spécifique de la PAD4 induit une nette diminution de la croissance des cellules cancéreuses et une
réduction significative de la taille des tumeurs . Comme
discuté plus haut, il semblerait que I'inhibition de la PAD4 induise la mort des cellules malignes via
une activation de I'apoptose médiée par la voie p53 ou de I'autophagie

. Les PADs semblent ici encore constituer de nouvelles cibles thérapeutiques prometteuses pour le

traitement des cancers.

H. Inhibiteurs des PADs

Comme nous venons de le voir, les PADs jouent un role important dans diverses maladies séveres.
Afin de mieux décrypter leurs implications dans ces pathologies et d’éventuellement cibler ces
enzymes dans un but thérapeutique, des inhibiteurs spécifiques des PADs ont été développés. lls ont
depuis lors largement fait leur preuve comme vous venez de le lire dans la partie précédente.

Un composé, nommé Cl-amidine, ciblant initialement la PAD4 mais agissant également sur les
PADs 1, 2 et 3, a ainsi été synthétisé par I'équipe de Paul Thompson en 2006

. C'est a ce jour l'inhibiteur le mieux caractérisé et le plus couramment utilisé. Son action est
irréversible, on parle parfois d’inhibiteur « suicide ». En effet, le Cl-amidine forme une liaison
covalente avec les PADs en réagissant avec la cystéine du site actif (Cys645 de la PAD4), résidu
indispensable a la réaction de désimination . Il réagit préférentiellement avec la forme
active des PADs, dont il est un inhibiteur sélectif. Il a notamment été montré que ce composé
n’inhibe pas I'activité méthyl-transférase de la PMRT1 et de la PMRT4, deux enzymes méthylant les
résidus arginine et ayant donc comme cible une arginine, tout comme les PADs .In
vitro, le Cl-amidine présente une IC50 (concentration nécessaire du composé pour atteindre 50 % de
I'inhibition maximale d’une activité biologique donnée, mesurée ici en utilisant un substrat de
référence des PADs, le BAEE) de 0,8 uM pour la PAD1 contre 5,9 uM pour la PAD4, et respectivement
17,0 uM et 16,2 uM pour les PADs 2 et 3 . Ceci montre donc
gu’il inhibe plus efficacement les PADs 1 et 4 que les PADs 2 et 3, bien qu’il agisse sur tous ces
isotypes . Depuis son développement, le Cl-amidine a été utilisé dans de nombreux
modeles cellulaires et murins, et les résultats obtenus démontrent sa biodisponibilité et son
efficacité . Il constitue ainsi un outil

précieux pour I'étude du role des PADs en physiologie et en pathologie.
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Un dérivé de cette molécule, le Cl4-amidine, a ensuite été développé . In vitro, cet
inhibiteur est bien plus efficace contre la PAD3 que contre les PADs 1 et 4. En effet, 12 uM de ce
composé sont nécessaires pour obtenir 50 % d’inhibition de la PAD3, contre plus de 200 et 600 uM
pour respectivement les PADs 1 et 4 . Il est beaucoup moins
couramment utilisé, notamment du fait de I'expression restreinte de la PAD3 dans le corps humain. Il
a tout de méme récemment permis de démontrer le role de la PAD3 dans la citrullination de

protéines de la glande mammaire de souris durant la lactation

Figure 62 : Cl-amidine et Cl4-amidine, deux inhibiteurs spécifiques des PADs. (A) A gauche, le N-a-benzoyl-N5-
(2-chloro-1-iminoethyl)-L-ornithine amide, appelé Cl-amidine. A droite, un dérivé de ce composé: le Cl4-
amidine. (B) Zoom au niveau du site actif de la structure cristallographique du complexe PAD4 — Cl-amidine. Le
Cl-amidine est représenté en orange et les acides aminés du site actif de la PAD4 en gris. (C) Efficacité
d’inhibition des PADs 1, 2 et 4 par le Cl-amidine et le Cl4-amidine. L'IC50 est la concentration nécessaire d’un
composé pour atteindre 50 % de l'inhibition maximale du processus étudié, correspondant ici a I'activité
enzymatique.
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Depuis le développement de ces inhibiteurs, des efforts sont faits par plusieurs équipes pour
développer des nouveaux inhibiteurs des PADs plus efficaces dans I'objectif de pouvoir les utiliser en
thérapie. Deux inhibiteurs prometteurs ont ainsi été mis au point : le composé YW3-56 et le tétrazole
Cl-amidine . Ces deux composés sont des dérivés de Cl-amidine qui, de par leur structure
chimique, sont plus hydrophobes, ce qui améliore grandement leur biodisponibilité. Ainsi, leur
efficacité est fortement augmentée en comparaison a celle du Cl-amidine. Alors que I'lC50 du Cl-
amidine pour inhiber la croissance cellulaire de la lignée cellulaire d’ostéosarcome U20S est de 160
UM, celles du tétrazole Cl-amidine et de YW3-56 sont respectivement de 10 uM et d’environ 3 uM

. D’autre part, le composé YW3-56 est fluorescent, ce
qui fait de cet inhibiteur un outil trés intéressant pour localiser les PADs actives et donc pour la
compréhension de leurs fonction et régulation. Cet inhibiteur a déja été utilisé dans quelques études

et a prouvé son efficacité in vitro et in vivo pour le traitement de certains cancers

Figure 63 : YW3-56 et Tétrazole Cl-amidine, deux dérivés de Cl-amidine présentant une efficacité augmentée.
Le composé YW3-56 a été synthétisé par I'équipe de Wang en 2012 et le tétrazole Cl-
amidine a été synthétisé par I'équipe de Thompson en 2015

Par ailleurs, un inhibiteur naturel des PADs, qui a déja été présenté plus haut

, a récemment été identifié. Il s’agit de la protéine PTPN22 (
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Comme nous venons de le voir, les PADs sont impliquées dans de multiples processus
physiologiques et physiopathologiques. Trois d’entre elles sont exprimées dans la peau, et des
protéines désiminées sont détectées dans la couche cornée de I'épiderme et au niveau de la gaine
épithéliale interne et de la médulla des follicules pileux. Leurs principales cibles cutanées connues
sont la FLG, I’hornerine et la TCHH. La désimination augmente la solubilité de la FLG et de la TCHH. In
vitro, elle favorise la protéolyse de la FLG et de I'hornerine. Une fois désiminées, |I’"hornerine et la
TCHH sont de plus de meilleurs substrats des TGases. La description de la fonction des PADs dans
I’'homéostasie cutanée est cependant encore incompléte et I'implication de ces enzymes dans les

maladies de peau mal connue.

Dans ce contexte, I'objectif de mon travail de these était triple :

1) Préciser en quoi les PADs et la désimination sont essentielles a la régulation du métabolisme
de la FLG. Pour cela, jai diminué le taux d’humidité du milieu extérieur lors de la production
d’épidermes reconstruits humains, faisant I’'hypothése que cela entrainerait une dégradation accrue

de la FLG.
2) Chercher a savoir si les PADs jouent un role plus large au cours de la différenciation des
kératinocytes. Pour cela, j’ai analysé I'effet d’un inhibiteur spécifique des PADs, le Cl-amidine, sur les

épidermes reconstruits.

3) Démontrer que les mutations récemment identifiées du géne PADI3 sont responsables du

syndrome des cheveux incoiffables.
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La protéolyse de la filaggrine humaine est controlée, via sa désimination, par le

taux d’humidité ambiante
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Marie-Claire Méchin et Michel Simon

Soumis pour publication

Résumé :

La filaggrine (FLG), qui joue un role central dans la physiopathologie de la dermatite atopique, est
une protéine clé de la différenciation épidermique. Elle facilite I'agrégation des filaments
intermédiaires de kératines et est incorporée a I'enveloppe cornée. Aprés sa désimination par les
peptidyl-arginine désiminases (PADs), la FLG est totalement protéolysée, ce qui aboutit a la libération
d’acides aminés libres qui contribuent, directement ou aprés leur modification, au facteur naturel
d’hydratation (FNH). Les mécanismes moléculaires contrélant le catabolisme de la FLG ne sont pas
connus. Il a cependant été montré que ce processus est modulé par le taux d’humidité ambiante
dans I'épiderme des rongeurs. Afin de savoir si le taux d’humidité ambiante influence aussi la
protéolyse de la FLG dans I'épiderme humain et de décrypter les mécanismes enzymatiques associés
a cette régulation, des épidermes reconstruits humains (ERHs) ont été produits, a partir de
kératinocytes primaires, en atmosphere humide (humidité relative > 95%) ou séche (humidité
relative comprise entre 30 et 50%). Les ERHs produits en atmosphére seche présentent une
hyperkératose et une augmentation de la quantité de granules de kératohyaline. La quantité d’acide
pyrrolidone carboxylique et d’acide trans-urocanique, deux composants du FNH dérivés de la FLG, est
nettement augmentée alors que moins de monomeres de FLG sont détectés. La dégradation de la
FLG est donc accrue en condition séche. En outre, I'expression de la PAD1 et le taux de désimination
de la FLG sont fortement augmentés en condition séche alors que ni I'expression ni 'activité des
protéases impliquées dans la protéolyse de la FLG ne varient. De plus, le traitement des ERHs avec un
inhibiteur des PADs, le Cl-amidine, bloque en partie I'effet de la sécheresse sur la protéolyse de la
FLG. Ces résultats ont permis de mettre en évidence la capacité intrinseque des kératinocytes
humains a s’adapter a un environnement sec. lls démontrent de plus que le taux d’humidité
ambiante contréle la protéolyse de la FLG humaine et que la désimination joue un role majeur dans

cette régulation.
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ABSTRACT

Background: Filaggrin plays a central role in atopic dermatitis and is a key protein for the
epidermal barrier. It aggregates keratins and is cross-linked to cornified envelopes. Following its
deimination by peptidyl-arginine deiminases (PADs), it is totally degraded to release free amino acids,
contributing to the natural moisturizing factor (NMF). The mechanisms controlling this multistep
catabolism in human are unknown.

Objective: To test whether external humidity plays a role, and investigate the molecular
mechanisms involved.

Methods: Specimens of reconstructed human epidermis (RHEs) produced in humid or dry
conditions (>95% or 30-50% relative humidity) were compared.

Results: RHEs produced in the dry condition presented structural changes, including a thicker
stratum corneum and a larger amount of keratohyalin granules. The quantity of NMF was greater,
and filaggrin proteolysis was up-regulated. Accordingly, the transepidermal water loss and the
stratum corneum pH were decreased. The expression/activity of the proteases involved in filaggrin
breakdown did not increase while PAD1 expression and the deimination rate of proteins, including
filaggrin, were enhanced. Partial inhibition of PADs with Cl-amidine reversed the effect of dryness on
filaggrin breakdown.

Conclusions: These results demonstrate the importance of external humidity in the control of

human filaggrin proteolysis, and suggest that deimination plays a major role in this regulation.

1. Introduction

Atopic dermatitis (AD; OMIM #603165) is a chronic inflammatory skin disease affecting up to 20%
of children and around 3% of adults in industrialized countries. The pathophysiology of AD involves
genetic and environmental factors. Most of the susceptibility genes encode proteins involved in the
immune response and epidermal barrier formation [1-3]. Loss-of-function mutations in the gene FLG
encoding filaggrin are the strongest known risk factor for AD [4—6]. FLG mutations appear to define a
subgroup of AD patients with more severe clinical signs, such as reduced skin hydration, increased
transepidermal water loss (TEWL), reduced levels of components of the natural moisturizing factor
(NMF) and higher skin surface pH [7—10]. Moreover, filaggrin down-regulation has been reported in
adult patients regardless of FLG mutations status, its expression being influenced by inflammatory
cytokines [11-13]. Therefore, filaggrin deficiency appears to have a central place in AD pathogenesis.

Human filaggrin is an essential epidermal protein synthesized as a large precursor (400 kDa)

named profilaggrin and stored in keratohyalin granules. Profilaggrin consists of a large central
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repetitive domain comprising 10-12 filaggrin repeats, flanked by two single N- and C-terminal
domains. During the stratum granulosum to stratum corneum transition, profilaggrin is
proteolytically processed to release basic filaggrin monomers (~37 kDa). These monomers associate
with keratin filaments and facilitate their aggregation leading to the corneocyte matrix formation
[14]. In addition, some monomers are cross-linked to the cornified envelope by transglutaminases
[15]. In the lower stratum corneum, filaggrin is deiminated by peptidyl-arginine deiminases 1 and/or
3 (PAD1 and PAD3). This post-translational modification (transformation of arginyl residues into
citrullyl) induces a decrease in the number of filaggrin positive charge leading to filaggrin
acidification, and thus promotes its detachment from the keratin filaments. Subsequently, filaggrin is
fully proteolyzed into free amino acids [16—18]. Filaggrin degradation is accomplished by bleomycin
hydrolase, caspase 14, calpain 1 [19-22] and probably other proteases. Some of the amino acids
generated are further modified. In particular, glutamine spontaneously transforms into pyrrolidone-
5-carboxylic acid (PCA), a highly hygroscopic molecule, and histidine is modified by histidase to form
trans-urocanic acid (UCA), a major UVB-absorbing chromophore [23—-25]. The amino acids and their
derivatives produced from filaggrin degradation participate in the formation of the NMF, and
contribute to skin photoprotection and to stratum corneum hydration and acidification (reviewed in
[26]). The acidic pH of the stratum corneum in turn prevents skin colonization by pathogenic
microorganisms, is important for the activity of enzymes involved in lipid synthesis and controls
desquamation [27, 28].

Despite the importance of filaggrin in both epidermal homeostasis and AD pathogenesis, the
molecular mechanisms controlling its degradation are still not well understood. In rodents, the
proteolysis of filaggrin appears to be modulated by environmental humidity [29]. To know whether
the humidity controls filaggrin breakdown in humans and to investigate the mechanisms involved,
specimens of tridimensional reconstructed human epidermis (RHEs) were produced under either
>95% relative humidity (RH) (humid condition) or 30-50% RH (dry condition). We compared the
stratum corneum morphology and functional properties. Then we focused on filaggrin and on the

expression/activity of the enzymes involved in its metabolism.

2. Materials and methods

2.1. RHE production in humid and dry conditions

Primary normal human keratinocytes were isolated after abdominal dermolipectomy of four
healthy female (34-48 years old) subjects who had given their informed consent. Four keratinocyte
banks were thus constituted. FLG was sequenced using next-generation deep sequencing, and no

loss-of-function mutations were observed. RHEs were produced as previously described [30, 31],
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except that after exposure to the air-liquid interface they were cultivated in either humid (>95% RH)
or dry (30-50% RH) conditions at 37°C and 5% CO2. Low humidity was induced by removal of the
water pan from the incubator. Humidity rate was continuously monitored using the 176H1 data
logger (Testo, Lenzkirch, Germany). To avoid water condensation, RHEs produced in the dry condition
were cultivated without culture plate covers which were replaced by gas-permeable films (Breathe-
Easy; Diversified Biotech, Dedham, MA). When RHEs were maintained in the dry condition, the
culture medium was renewed each day to avoid changes in osmolarity since a higher medium
evaporation occurred. The medium was renewed every 2 days in the humid condition. RHEs were

harvested 10 days after air-liquid interface exposure.

2.2. Transmission electron microscopy analysis

RHEs, produced with keratinocytes from 3 different donors, were processed as previously
described [32] and observed with an HT7700 electron microscope (Hitachi, Tokyo, Japan).
Quantifications were performed using 2 RHEs/condition/donor. The numbers of corneocyte layers
and of granular and living keratinocyte layers were quantified on 3 independent areas for each
epidermis (2500x and 300x magnification pictures, respectively). The density of keratohyalin granules
(area of granules/total area of cytoplasm) and their mean size were measured for each epidermis on
6 pictures (2500x) of the stratum granulosum just behind the stratum corneum, using Imagel
software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Briefly, for all pictures, positive areas were

picked using the “wand tool” with an 8-connected mode and a fixed tolerance.

2.3. Transepidermal water loss measurement
Transepidermal water loss (TEWL) of RHEs produced with keratinocytes from 3 different donors (3
RHEs/condition/donor) was measured using the tewameter TM300 (Courage & Khazaka, Cologne,

Germany). For further information see Supplementary Methods.

2.4. Protein extractions

Different protein extracts were produced: (i) total proteins were extracted in Laemmli buffer 5X
[175 mM Tris-HCl pH 6.8, 7.5% SDS, 25% glycerol, 12.5% B-mercaptoethanol, and 0.4% bromophenol
blue] (2 pooled RHEs/condition/donor; 4 different donors), (i) TE-NP40 soluble proteins were
extracted in TE-NP40 buffer [40 mM Tris—HCI pH 7.5, 0.5% Nonidet-P40, 10 mM EDTA, 0.25 mM
PMSF, 1/100 (v/v) mammalian protease inhibitor cocktail] (3 pooled RHEs/condition/donor; 3
donors), and (iii) deiminated filaggrin-enriched extracts (3 pooled RHEs/condition/donor; 3 donors)
were prepared as previously described [33]. Briefly, TE-NP40 extracts were precipitated with
absolute ethanol. After centrifugation, pellets were dried at 80°C for 20 min and resuspended in

water. After homogenization, all extracts were cleared by centrifugation for 15 min at 15,000 rpm.
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2.5. Quantification of UCA and PCA
At day 10, RHEs were homogenized in PBS-Triton X100 0.1%, and UCA and PCA were analyzed by
HPLC on a C18 reverse-phase column (3 RHEs/condition/donor; 3 different donors). Their amount

was expressed in pg/mg of proteins.

2.6. pH measurement
As recommended by the manufacturer’s instructions, 2 pL of ultra-pure water was topically
applied to RHEs (3 RHEs/condition/donor; 3 different donors) and surface pH was measured using

the HI-99181a skin pH meter (HANNA instruments, Woonsocket, Rl).

2.7. In situ transglutaminase activity assay
In situ transglutaminase assay was performed as described previously [34, 35]. For further
information see Supplementary Methods. For each RHE, the area of fluorescence was measured on 3

images with Image) software using a fixed threshold and mean * standard deviation was calculated.

2.8. PAD inhibition
To inhibit PAD activity, Cl-amidine [36] was added into the culture medium to reach a

concentration of 800 uM, at day 9 of the culture period. Each RHE specimen was harvested at day 10.

2.9. Statistical analysis

All data are presented as mean * standard deviation. Statistical differences were determined with
bilateral paired Student’s t-tests for paired samples. For unpaired samples, we used unpaired
Student’s t-tests if the equality of sample variances was verified by the Fisher’s test with an a-risk of
0.05, and Welch'’s t-tests if not. Differences were considered significant when the p-value (p) was less

than 0.05.

3. Results

3.1. Low environmental humidity induces stratum corneum thickening and improves barrier
function in RHEs

Primary keratinocytes from normal human skin were used to produce RHEs as described in details
in the methods’ section. As a prerequisite, DNA was extracted from keratinocytes, and FLG gene was
sequenced. No loss-of-function mutations were detected (data not shown). RHEs were produced in
either humid (> 95% RH) or dry (30-50% RH) conditions for 10 days after air-liquid interface exposure.
We first verified that the dry condition did not alter cell viability (Supplementary Fig. S1a). The
morphological consequences of humidity lowering were then analyzed by hematoxylin-eosin staining
and transmission electron microscopy. RHEs produced in the dry condition (dry RHEs) showed a

thicker stratum corneum than RHEs cultivated in a humid environment (humid RHEs) (Fig. 1a and b),
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with a 1.8 fold increase in the number of corneocyte layers (Supplementary Fig. S2a). They presented
a 1.5 fold thicker stratum granulosum while the thickness of total living keratinocyte layers was not
modified. The density and size of keratohyalin granules were increased by factors of 1.6 and 1.8,
respectively (Supplementary Fig. S2).

To investigate the effect of the dry environment on the stratum corneum permeability, two
complementary tests were performed: a lucifer yellow assay to evaluate the outside-in permeability
and the TEWL measurement to assess the inside-out barrier. No differences in the penetration of the
fluorescent dye were observed between RHEs produced in humid and dry conditions, a negligible
quantity being detected in the medium whatever the culture conditions (Supplementary Fig. S1b).

However, dry RHEs showed a decreased TEWL (7.7 g H20/hxm? vs 12.3 for humid RHEs; Fig. 1c).
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Fig. 1. Thicker stratum corneum and reduced transepidermal water loss in dry RHEs. (a and b) Hematoxylin-
eosin staining (a) and transmission electron micrographs (b) of humid and dry RHEs produced with
keratinocytes from 3 different donors, only one being illustrated. (c) Transepidermal water loss (TEWL)
measured for humid and dry RHEs produced with keratinocytes from 3 different donors (B1-B3). Scale bars = 20
pm. SC: stratum corneum, SG: stratum granulosum, SS: stratum spinosum, SB: stratum basale.
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3.2. Low environmental humidity modulates keratinocyte differentiation in RHEs

To compare keratinocyte proliferation in RHEs, Ki67 labelling was performed. The number of Ki67
positive nuclei detected in the basal layer was similar in both culture conditions (Supplementary Fig.
S1c). Moreover, keratin 14 expression, analyzed by RT-qPCR (Supplementary Fig. S3a) and western
blotting (Fig. 2a), was not modified. Thus, keratinocyte proliferation was not changed by
environmental humidity variations.

The expression of various differentiation markers was then analyzed. At the mRNA level
(Supplementary Fig. S3a), no significant differences were observed in the expression of keratin 10,
loricrin or transglutaminases, except a ~2 fold increase of transglutaminase 5. A significant increase
was also noted for corneodesmosin and involucrin. At the protein level (Fig. 2a and b), detections of
keratin 10 and transglutaminases 1 and 3 were not modified, but changes were observed for the
others. In dry RHEs, higher amounts of involucrin (1.60 + 0.12 arbitrary units vs 1.00 in humid RHEs; n
= 3; p = 0.013), of transglutaminase 5 active form at 53 kDa (2.16 + 0.42; n = 4; p = 0.011) and of
fragments (< 40 kDa) of corneodesmosin (1.67 + 0.22; n = 4; p = 0.009) were detected, whereas the
detection of loricrin was significantly decreased (0.45 * 0.10; n = 3; p = 0.012). Transglutaminase
activity was compared by an in situ enzymatic assay (Fig. 2c). The fluorescent signal resulting from

the crosslink of Alexa-Fluor-555—cadaverine at the cell periphery in the stratum granulosum was of

Fig. 2. Modulation of the expression of differentiation markers in dry RHEs. (a and b) Expression of actin
(loading control), keratin14 (K14) and various differentiation markers analyzed by western blotting of either
total (a) or TE-NP40 extracted (b) proteins of humid (H) and dry (D) RHEs produced with keratinocytes from 3
different donors (B1-B3). K10: keratin 10, CDSN: corneodesmosin, IVL: involucrin, LOR: loricrin. (c) In situ
transglutaminase (TGM) activity assay performed on cryosections of humid and dry RHEs produced with
keratinocytes from 3 different donors, only one being illustrated. Scale bar =20 um.
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similar intensity whatever the condition but more cell layers were labelled in dry RHEs, the area of

detection increasing 1.80 + 0.53 fold (p = 0.001).

3.3. Low environmental humidity stimulates filaggrin breakdown and increases the production of
UCA and PCA

To explore the impact of environmental dryness on filaggrin metabolism, its expression was
studied by RT-gPCR, western blotting and indirect immunofluorescence. At the mRNA level, FLG
expression was increased in the dry condition (1.58 + 0.38 fold; n = 6; p = 0.02) (Supplementary Fig.
S3b). Profilaggrin immunodetection tended to increase in dry RHEs (1.43 £ 0.30 fold; n = 4; p = 0.06)
whereas that of filaggrin monomers significantly decreased (0.64 + 0.06 fold; n = 4; p = 0.006) (Fig.

3a). Furthermore, labelling patterns obtained by indirect immunofluorescence were different (Fig.
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Fig. 3. Increased filaggrin breakdown in dry RHEs. (a and b) Humid (H) and dry (D) RHEs were produced with
keratinocytes from 3 different donors (B1-B3) and analyzed. Immunodetection of profilaggrin (proFLG) and
filaggrin (FLG) in total protein extracts (a) and on fixed-tissue sections (b). Scale bar = 20 um. (c) Amounts of
pyrrolidone carboxylic acid (PCA) and urocanic acid (UCA) in RHE lysates are expressed in pg/mg of proteins. (d)
Surface pH.

pH
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3b). In humid RHEs, a granular labelling of the granular keratinocytes — corresponding to profilaggrin
stored in the keratohyalin granules — and a diffuse intense staining of the lower stratum corneum —
corresponding to filaggrin monomers — were observed. In dry RHEs, the stratum granulosum staining
clearly increased while the stratum corneum labelling decreased drastically.

To test our hypothesis that the decreased detection of filaggrin in the dry condition was due to an
increase of its degradation, PCA and UCA contents were analyzed (Fig. 3c). The concentrations of
both amino acid derivatives were significantly enhanced in the dry condition (2.7 and 7.6 fold,
respectively). NMF being known to partly acidify the stratum corneum, the pH of RHE surface was

measured. The dry condition induced a statistically significant lowering of pH from 6.7 to 5.9 (Fig. 3d).

3.4. In dry RHEs, peptidyl-arginine deiminase expression and activity were increased but those of
proteases involved in filaggrin breakdown were not

In order to further understand the molecular mechanisms involved in the increase of filaggrin
breakdown under dry vs humid conditions, the expression of three proteases known to target
filaggrin monomers was compared. RT-gPCR revealed no differences in their mRNA amounts
(Supplementary Fig. S3c). Western blotting showed an unexpected decreased expression of
bleomycin hydrolase in dry RHEs (0.50 + 0.07 versus 1.00) whereas calpain 1 and caspase 14 (both
the zymogen (~28 kDa) and active (~17 kDa) forms) expression was similar (Fig. 4a). An in vitro assay
performed on RHE extracts showed that calpain activity was not different between dry and humid
conditions (Fig. 4b). We also assessed the expression of other proteases proposed to be implicated in
the control of filaggrin proteolysis, namely kallikrein 5, skin aspartic protease, matriptase and
elastase 2 [37-40]. At the mRNA level, no significant variation of their expression was measured.
However, the amounts of skin aspartic protease, matriptase and elastase 2 detected by western
blotting were divided by two in dry RHEs whereas that of kallikrein 5 was not modified
(Supplementary Fig. S4). Finally, when analyzing the expression of histidase (responsible for UCA
production), we detected three different variants of the enzyme but no differences in their
expression (Supplementary Fig. S5).

Since no protease overexpression seemed to explain the increased filaggrin degradation in the dry
condition, we looked for the expression of PADs. PADI4 and PADI6 transcripts were not detected in
RHEs by RT-qPCR, as was to be expected since they are not expressed in human epidermis. Unlike
human epidermis, RHEs showed no PADI2 expression under the experimental conditions used [41—
43]. PADI1 mRNA level was strongly increased (13.06 fold) in dry RHEs whereas PADI3 level was not
changed (Fig. 4c). The increased expression of PAD1 was also significant at the protein level (3.89 +

1.38 fold; n = 4; p = 0.025; Fig. 4d). The protein deimination rate was analyzed using the anti-
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Fig. 4. Increased filaggrin deimination and peptidyl-arginine deiminase expression in the dry condition. (a)
Expression of bleomycin hydrolase (BLMH), procaspase-14 (CASP14), active caspase-14 and calpain-1 (CAPN1)
analyzed by western blotting of total proteins of humid (H) and dry (D) RHEs produced with keratinocytes from
3 different donors (B1-B3). (b) Calpain activity measured in lysates of humid and dry RHEs. Results are
expressed as relative fluorescence unit (RFU). n.s. = non-significant. (c) Expression of PADI genes analyzed by
RT-gPCR (4 different donors). (d) Expression of actin, PAD1 and PAD3 analyzed by western blotting of TE-NP40
extract of the RHEs. (e) Immunodetection of deiminated proteins with AMC antibody on sections of RHEs
produced with keratinocytes from 3 different donors. A representative result is shown on the left.
Quantification of the signal intensities is shown on the right. Scale bar = 20 um. (f and g) Equal amounts of total
proteins (f) and equal volumes of deiminated filaggrin-enriched extracts (g) were immunodetected with AMC.

Note that deiminated filaggrin migrates in the form of a smear between 40 to 72 kDa (fully deiminated), as
previously described [43].
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modified citrulline antibody (AMC), as previously described [43, 44], and was shown to be increased
in dry RHEs, both by indirect immunofluorescence (5.46 fold; Fig. 4e) and by western blotting (7.68 +
3.95 fold; n = 4; p = 0.043; Fig. 4f). To study the deimination of filaggrin more specifically, extracts
enriched in the neutral to acidic low-salt soluble forms of the protein (essentially the deiminated
forms), were prepared from dry and humid RHEs, as previously described for human epidermis [33].
Protein staining confirmed the high degree of filaggrin purity (data not shown). Western blotting with
AMC antibody of an equal volume of each extract indicated that filaggrin deimination was increased
by a factor of 13.4 £ 4.9 in the dry condition (n = 3; p = 0.048; Fig. 4g).

Altogether, these results suggest that filaggrin deimination rate may control its terminal

breakdown.

3.5. Deimination is involved in the regulation of filaggrin proteolysis

To test the above hypothesis and try to reverse the effect of dryness on filaggrin deimination and
degradation, dry RHEs were treated with Cl-amidine, a specific pan PAD inhibitor [36, 45], for 24
hours before their harvest at day 10. Cl-amidine treatment induced a slight decrease of global
deimination assessed by western blotting of total proteins with AMC (data not shown). This is not
surprising because stable deiminated proteins such as keratins had probably accumulated in the
stratum corneum for several days, deimination being an irreversible post-translational modification.
However, the effect on filaggrin was evident as shown by western blotting of the deiminated
filaggrin-enriched extracts (0.07 + 0.04 vs 1.00 arbitrary units; n = 3; p = 0.0006; Fig. 5a). In turn, the
amount of filaggrin monomers in the total protein extracts tended to increase (1.25 + 0.44 fold; n = 3;

p = 0.4) and to return to the level observed in humid RHEs, as shown by blotting with AHF3 (Fig. 5b).

Fig. 5. Partial inhibition of deimination by Cl-amidine decreases filaggrin breakdown. (a and b) Dry RHEs
produced with keratinocytes from 3 different donors were treated for 24 hours (+) with Cl-amidine (Cl-a) or
were untreated (-), the results being illustrated for only one donor. (a) Equal volumes of deiminated enriched-
filaggrin extracts were immunodetected with AMC antibody to detect the deiminated protein. (b) Total protein
extracts were immunodetected with AHF3 antibody to detect both profilaggrin (proFLG) and filaggrin (FLG).

133



RESULTATS EXPERIMENTAUX — Article n°1

4, Discussion

We showed that lowering the RH in the incubator to 30-50% during the production of RHEs
profoundly altered the properties of the epidermis at the structural, functional and biochemical
levels (Fig. 6). In particular, the stratum corneum of RHEs at low humidity level was thicker, with an
increased number of corneocyte layers, and its TEWL decreased. In parallel, the amount of PCA, a
highly hygroscopic NMF component, was higher. This suggests that the epidermis adapted to its
environment so as to retain water in the cornified layer. This is in agreement with Sun et al.’s recent
report of normalization of lipid lamellar bilayer formation in the stratum corneum of RHEs grown at
50% RH, associated with an increased expression of glucosylceramide synthase [46]. Hyperkeratosis,
decreased TEWL and increased secretion of lamellar bodies have also been reported in hairless mice
maintained in a very dry environment (RH < 10%) as compared to humid one (> 80%) [47]. In
addition, the detected amounts of loricrin and involucrin, two main components of cornified
envelopes, were inversely modified, whereas their encoding mRNA levels did not change. We also
observed an increased number of cells with transglutaminase activity, and overexpression of
transglutaminase 5, one of the enzymes necessary for envelope formation. This suggests that the
difference of loricrin and involucrin solubility was due to differences in their cross-linking rather than
their synthesis. Therefore the composition of the envelopes may vary. In agreement, Sun et al.
reported modification in the thickness of these structures in RHEs grown at 50% RH [46].

We demonstrated that the multi-step proteolysis of human filaggrin was increased in the low
humidity condition, which was likely to produce more hygroscopic molecules. This indicates that
filaggrin degradation is dependent on the environmental water content. Similar observations have
been made in rodents. For example, during late foetal development of rats, filaggrin accumulates
through the entire thickness of the stratum corneum and, immediately after birth, normal filaggrin
proteolysis occurs in the outer stratum corneum. If the newborn rats are maintained in 100%
humidity, mimicking the in utero milieu, the activation of filaggrin degradation is blocked. Similarly,
application of occlusive patches to adult rats to maintain 100% humidity at the skin surface prevents
the normal proteolysis of filaggrin [29].

In our conditions, deimination appeared as a major regulator of filaggrin breakdown (Fig. 6).
Expression and activity of proteases known to be involved in the process was not found to be
modified whereas the expression of PAD1, known to act on filaggrin monomers, and PAD activity
were highly enhanced in dry RHEs. In agreement, the deimination of filaggrin is up-regulated two
hours after birth of mice [48], when filaggrin degradation would probably occur. An increase of
deimination thus seems to be sufficient to drive filaggrin degradation. This is consistent with the fact

that filaggrin deimination induces its detachment from keratin filaments [48], and that filaggrin is
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Fig. 6. Schematic representation of the effect of the dry condition on RHEs and filaggrin metabolism. For
details, see the text. SC: stratum corneum, SG: stratum granulosum, SS: stratum spinosum, SB: stratum basale,
FLG: filaggrin, KHG: keratohyalin granules, KIF: keratin intermediate filaments, NMF: natural moisturizing
factor, TEWL: transepidermal water loss.

more efficiently proteolyzed in vitro by calpain 1 when it is deiminated [20, 49]. Moreover, partial
inhibition of PADs for 24 hours partially reversed the effect of culture humidity lowering on filaggrin
degradation, suggesting that deimination is necessary for filaggrin degradation to occur.

In line with these observations, it has been shown that genes encoding filaggrin, PAD1 and PAD3
are not present in the genome of fishes and amphibian [50, 51], animals living in extremely humid
environment.

We previously described deimination as a multilock controlled process [43]. Here we show that, in
normal keratinocytes, environmental dryness unlocks this process. The mechanisms involved remain
to be deciphered, but the data reported by Sun et al. give a clue. Calcium concentration is probably
involved as dry RHEs expressed larger amounts of osmolyte transporters and displayed a higher
calcium concentration and a marked calcium increase at the granular layer level, with a calcium
gradient similar to native epidermis [46]. On the other hand, PADs are known to be calcium-
dependent, and in native epidermis the peak of calcium at the granular/lower cornified layers is
suspected to activate the enzymes (deiminated proteins are only detected in the stratum corneum).

Do our data have any other relevance to native healthy human epidermis? In extremely preterm
neonates, the lack of an effective skin barrier leads to high TEWL with a high risk of dehydration. A
progressive decrease of ambient humidity (from 75% to 50% RH) after the first post-natal week has
been shown to accelerate barrier development in the premature infants [52]. Workers exposed to

low RH have a lower TEWL (reviewed in [53]). In both cases, an adaptive mechanism similar to the
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one described in this study is probably involved. Whether filaggrin degradation is affected is not
known but can be suspected.

Do our data have any relevance for the understanding of AD? Climatic variations impact the
disease, as recently discussed [53]. For example, a negative correlation between indoor RH and
disease severity has been reported; children with AD and FLG mutations have a higher severity score
and their lesions are more often located in air-exposed skin areas; FLG mutations are a weaker risk
factor for AD in subtropical climates, and children with AD experienced a reduction in the disease
severity after one month spent in such a humid climate. All these observations are consistent with
our results showing that less filaggrin is required in a humid environment. Our data suggest that PAD
expression/activity could be of importance in AD, although no genetic variations in PAD/ genes have
been associated with the disease susceptibility until now. PADs could therefore constitute

therapeutic skin targets.

Hightlights

¢ Human filaggrin degradation in the stratum corneum is controlled by the environmental humidity.

¢ Anincrease of deimination appears to be necessary and sufficient to trigger filaggrin breakdown.

¢ The higher requisite for filaggrin degradation in dry conditions may explain the negative effects of
dry and cold climate in skin of patients with atopic dermatitis.
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Supplementary materials and methods

Targeted DNA sequencing

Genomic DNA was isolated from keratinocytes corresponding to the four different donors using
the GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). DNA quality and
guantity were assessed with a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer, and a Qubit v3 fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and the Qbit dsDNA HS Assay kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA). Mutation screening was performed by next generation sequencing using
the Personal Genome Machine (PGM, lon Torrent, Thermo Fisher Scientific) and the AmpliSeq
technology (lon Torrent). Using the AmpliSeq Designer tool (ampliseq.com; v4.2), an AmpliSeq
Custom Panel was designed to cover a panel of genes, comprising exonic regions and exon-intron
boundaries. In particular, 97% of FLG was covered. Library construction and sequencing were
performed at the GeT-Purpan core facility (Genome and Transcriptome, GenoToul, France). Briefly,
libraries were produced using 10 ng of genomic DNA for each sample and each pool of AmpliSeq
primers, with the lon AmpliSeq library kit v2.0 (lon Torrent) and lon Xpress Barcodes, following the
guidelines of the supplier. Final libraries were individually controlled and quantified on High
Sensitivity DNA chips of a BioAnalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Libraries were
then pooled, templated on lon Sphere Particles using the One Touch 2 instrument with HiQ kit, and
finally sequenced on the lon Torrent PGM using the sequencing HiQ chemistry, 400 bases run
workflow, on a 316 v2 lon chip. Data produced were processed using the lon Torrent Suite Software
tools (Thermo Fisher Scientific) for quality filtering, trimming, demultiplexing, alighing on the
AmpliSeq hgl9 reference human genome, and variant calling. A mean of 115804 usable reads was
produced per donor DNA and the mean coverage per FLG base was 595. Variant caller files were then
transferred to the lon Reporter Software (v5.0, http://ionreporter.lifetechnologies.com/, Thermo
Fisher Scientific) for filtering and annotation of detected variants. Mutations with an allele ratio

lower than 0.1 were filtered out.

Cell viability assay
Cell viability of RHEs produced with keratinocytes from 3 different donors (3
RHEs/condition/donor) was determined using an MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
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tetrazolium bromide; Sigma-Aldrich) reduction assay as described previously [1, 2]. RHEs topically

treated with 3% SDS were used as a control. Optical density was measured at 550 nm.

Analysis of Lucifer Yellow permeability

To test the epidermis outside-in permeability, 500 puL of 1 mM lucifer yellow (Sigma-Aldrich) was
added to RHEs (3 RHEs/condition/donor; 3 different donors). After incubation at 37°C and 5% CO, for
6 hours, the culture medium dye concentration was measured using a Varioskan Flash
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific; Acxitation = 425 NM / Aemission = 550 nm). An immature

RHE (harvested at day 2) was used as positive control.

Transepidermal water loss measurement

Transepidermal water loss (TEWL) of RHEs produced with keratinocytes from 3 different donors (3
RHEs/condition/donor) was measured using the tewameter TM300 (Courage & Khazaka, Cologne,
Germany). Measurements were performed at stable temperature (20.5+£0.1°C) and relative humidity
(48.0+0.2%) according to the manufacturer’s instructions. Before measurements, plate covers and
sealing films were removed, and culture plates containing RHEs were maintained in the room for at
least 20 min to allow equilibration with ambient conditions. Just prior to TEWL measurement, culture
inserts were placed on a drop of medium into a Petri dish and a rubber seal was placed between the
culture insert and the probe to ensure airtightness. For each RHE, 100 measurements were collected

(1 measurement/second) and mean * standard deviation was evaluated.

Western-blotting

Either equal amounts of proteins (according to Ponceau staining) or equal volumes (for
deiminated filaggrin-enriched extracts) were resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and
electrotransferred onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Danderyd, SE). Membranes were
blocked in a Tris-HCI buffer containing 5% skimmed milk and 0.05% Tween-20, then incubated
overnight at 4°C with primary antibodies (for details, see Table S1) and finally incubated for 2 hours
at room temperature with secondary horseradish peroxidase-conjugated antibodies diluted to
1:10000 (Goat Anti-Rabbit IgG-HRP and Swine-Anti-Goat I1gG-HRP; SouthernBiotech, Birmingham, AL;
Goat Anti-Mouse IgG-HRP; Bethyl Laboratories, Montgomery, TX). The detection was realized with
ECL Prime system (GE Healthcare) and images were acquired with a G:BOX Chemi XT4 CCD camera
(Syngene, Cambridge, United Kingdom) and GeneSys software (Genesys, Daly City, CA). Imagel
software was used to quantify immunoreactive bands. Signals were normalized to actin
immunodetection. Quantification was performed for extracts of RHEs produced with keratinocytes

from 3 or 4 different donors and results are illustrated for 3 donors.
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Light microscopy and indirect immunofluorescence

RHEs (1 RHE/condition/donors; 3 different donors) were fixed in 4% formaldehyde buffer (Sigma-
Aldrich) for 24 hours at 4°C, and paraffin-embedded. For light microscopy analyses, five-micron
sections were stained with hematoxylin-eosin. For indirect immunofluorescence analyses, after
deparaffinization, rehydration and incubation in a blocking solution (2% bovine serum albumin and
0.05% Tween-20 in PBS), sections were first incubated with primary antibodies (for details, see Table
S1) and then with the appropriate Alexa-fluor conjugated secondary antibodies (Invitrogen Life
Technologies,) diluted to 1:1000 and 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) diluted at 1 pg/ml. Slides
were mounted in Mowiol 4-88 (Calbiochem, San Diego, CA). Images were captured with a Nikon
Eclipse 80i microscope (Nikon, Tokyo, Japan), with a Zeiss Apotome microscope (Carl Zeiss, Jena,
Germany) or with a confocal SP8 microscope (Leica Microsystems, Nanterre, France). Ki67 positive
nucleus counting was performed with ImageJ software on 20x enlargement pictures corresponding
to 3 independent areas of each epidermis. The same brightness threshold was set for all pictures and
positive nuclei were counted using the “Analyses Particles” tool. For quantification of deiminated
proteins detected with the AMC antibody, images corresponding to 3 independent areas of each RHE
were acquired using a confocal SP8 microscope with a 63x oil immersion objective. The area and
mean gray value of fluorescence was measured on each pictured with ImageJ software using a fixed
threshold and amount of deiminated proteins were evaluated as [Area of fluorescence x Mean gray
value of fluorescence]. For the visual representation, the intensity of the fluorescence signal was

coded as a color gradient with a 16-color lookup table using Imagel software, as previously described

[3].

In situ transglutaminase activity assay

In situ transglutaminase assay was performed on cryosections of RHEs produced with
keratinocytes from 3 different donors (1 RHE/condition/donor) as described previously [4,5]. Briefly,
five-micron cryosections were blocked with 1% BSA in 0.1 M Tris-HCI pH 8.4 for 30 min and then
incubated for 2 hours at room temperature with Alexa-Fluor-555—cadaverine (Invitrogen Life
Technologies) in 0.1 M Tris-HCI pH 8.4 and either 5 mM CaCl2 or 5 mM EDTA (negative control). The
reaction was stopped by incubating the sections with 25 mM EDTA in PBS for 5 min. Nuclei were
stained with DAPI diluted at 1 pg/ml in PBS and slides were mounted in Mowiol 4-88. For each RHE, 3
pictures corresponding to 3 independent areas were acquired with a 63x oil immersion objective
using a confocal SP8 microscope (Leica Microsystems) and the area of fluorescence of each image
was measured with Imagel software using a fixed threshold and mean * standard deviation was

calculated.
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In vitro calpain activity assay

Calpain activity of RHE extracts (3 RHEs/condition/donor; 3 different donors) was evaluated using
a fluorometric calpain activity assay kit (Abcam, Cambridge, United Kingdom) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, RHEs were homogenized on ice in the extraction buffer
provided, which specifically extracts cytosolic proteins. After centrifugation (15000g, 10 min, 4°C),
RHE extracts were incubated in the reaction buffer with a calpain substrate (Ac-LLY-AFC) for 1 hour at
37°Cin darkness. For each sample, controls were performed in the presence of 2.5 mM of the calpain
inhibitor N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO (Sigma-Aldrich) to assess the specificity of calpain-independent
release of fluorescence. Upon cleavage of the substrate by calpain, free AFC emits a yellow-green
fluorescence that was quantified using a Varioskan Flash spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific; Aexcitation = 400 NM/ Agmission = 505 nm). The fluorescence intensity of controls was subtracted
from the total fluorescence intensity of the sample to determine calpain activity specific

fluorescence. Results are expressed as relative fluorescence units.

Reverse transcription

RHEs (1 RHE/condition/donor; 4 different donors) were placed in RNAlater RNA stabilization
solution (Qiagen, Hilden, Germany) for at least one day at 4°C and total RNA was extracted with
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Quality of total RNA was
validated for RNA Integrity Number > 8.5 using an Agilent 2100 Bioanalyzer with the Agilent RNA
6000 Nano Kit (Agilent Technologies) and RNA quantity was evaluated using a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). RT was performed from 400 ng of total RNA by using
PrimeScript 1l 1st strand cDNA synthesis kit (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan) with combination of

oligo(dT) and random hexamer primers according to the manufacturer’s instructions.

Quantitative polymerase chain reaction

For quantitative polymerase chain reaction (qPCR), each amplification was performed twice with
the 7300 Real Time PCR System (Applied BioSystems, Foster City, CA) using the Sybr gPCR SuperMix
W/ROX (Invitrogen Life Technologies). The gPCR conditions were as follows: 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 s and annealing at 60°C for 1 min. The steady-
state mRNA levels of each gene were determined using YWHAZ expression for normalization,

(™) calculation method [6]. Sequences of primers used in this study are

according to the 2
presented in Table S1. For some genes, primer pairs were newly designed with Primer3 software
(http://primer3.ut.ee/). All primer pair specificities were verified by in silico nBLAST analysis, and by
loading on 2.5% agarose gel and Sanger-sequencing amplicons. Moreover, qPCR primer efficiencies

were checked on RHE cDNA serial dilutions (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 and 1/320).
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Analysis of the expression of histidase at the mRNA level

The mRNAs encoding histidase variants 2 (HAL-V2) and 3 (HAL-V3) were analyzed by RT-gPCR
using specific primers (Table S1), whereas the variant 1 (HAL-V1) was analyzed by a classical PCR
approach. PCR was performed by using the EconoTaq PLUS GREEN 2X PCR Master Mix (Lucigen,
Middleton, WI). The PCR conditions were as follows: 95°C for 4 min, followed by 25 cycles of

denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 62°C for 30 sec, and elongation at 72°C for 1 min, followed

by a final elongation at 72°C for 5 min.

Supplementary tables

Table S1. Primary antibodies

. . Dilution
Antigen Antibody Source (Reference)
WB IF
Actin clone C4 Merck Millipore, Billerica, MA 1:10000 -
Bleomycin hydrolase polyclonal HPA039548 Sigma-Aldrich, St Louis, MO 1:1000 -
Calpain 1 polyclonal HPA005992 Sigma-Aldrich, St Louis, MO 1:1000 -
Caspase 14 clone D-10 i;nta Cruz Biotech., Santa Cruz, 1:100 )
Corneodesmosin clone G36-19 Serre et al. 1991 [7] 1:1000 -
Elastase 2 polyclonal K-14 zi”ta Cruz Biotech., santa Cruz, 4 49 -
Filaggrin clone AHF3 Simon et al. 1995 [8] 1:1000 1:1000
Histidase clone 4F2 Abnova, Taipei, Taiwan 1:1000 -
Involucrin clone SY5 Sigma-Aldrich, St Louis, MO 1:1000 -
Kallikrein 5 polyclonal AF1108 R&D Systems, Minneapolis, MN 1:500 -
Keratin 10 polyclonal PRB-159P Covance, Princeton, NJ 1:40000 -
Keratin 14 polyclonal HPA023040 Sigma-Aldrich, St Louis, MO 1:40000 -
Ki-67 clone SP6 A'bcam, Cambridge, United i 1:100
Kingdom
Loricrin polyclonal AF62 Covance, Princeton, NJ 1:10000 -
Matriptase clone D-7 iinta Cruz Biotech., Santa Cruz, 1:100 )
Modlfled deiminated AntI-M*OdIfled Citulline Senshu et al, 1995 [9] 1:2500 1:1000
proteins (AMC)
Peptidyl-arginine polyclonal anti-peptide Guerrin et al. 2003, Nachat et 1:200 i
deiminase 1 anti-PAD1 al. 2005 [10,11] ’
Peptidyl-arginine polyclonal anti-peptide Abcam, Cambridge, United 1:200 :
deiminase 3 anti-PAD3 Kingdom :
SASPase polyclonal C-13 (S:inta Cruz Biotech., Santa Cruz, 1:200 )
Transglutaminase 1 polyclonal A018 Zedira, Darmstadt, Germany 1:200 -
Transglutaminase 3 polyclonal A015 Zedira, Darmstadt, Germany 1:200 -
Transglutaminase 5 polyclonal AOO8 Zedira, Darmstadt, Germany 1:500 -

* When AMC antibodies were used, citrullyl residues were chemically modified before the saturation step by
incubation at 37°Cin 0.0125% FeCl;, 2.3M H,S0,4, 1.5M H3P0O,, 0.25% diacetyl monoxime and 0.125% antipyrine
for 1 hour for western blot and 3 hours for indirect immunofluorescence, as previously described [3, 9, 12]
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Table S2. Sequences of PCR primers

Gene Forward primer Reverse primer Reference
ASPRV1 GTTTCTCTTCTTGGCGTGGG ATGGTGCCAATGGTTGAGGT this work
BLMH GTGGTGGACAGGAAGCATGT TCCTTTGCAGCTACGTCAGG [2]
CAPN1 CAAACACCCCTCCCCCAGGATGT CGCACCCGCAGCTGCTCATA [2]
CASP14 TGCACGTTTATTCCACGGTA TGCTTTGGATTTCAGGGTTC [2]

CDSN ACTGCTGCTGGCTGGTCT AGAGCTTCTGGCACTGGAAA this work
FLG GCAAGGTCAAGTCCAGGAGAA CCCTCGGTTTCCACTGTCTC [12]

vL GCCAGGTCCAAGACATTCAAC GGGTGGTTATTTATGTTTGGGTGG [12]

KLK5 AGTCAGAAAAGGTGCGAGGA TGAACTTGCAGAGGTTCGTG this work
KRT10 TGATGTGAATGTGGAAATGAATGC GTAGTCAGTTCCTTGCTCTTTTCA [12]
KRT14 CTCATCCTCCCGCTTCTCCT AAAGCCACTACCAAAGCTGCT [2]

LOR CGAAGGAGTTGGAGGTGTTT ACTGGGGTTGGGAGGTAGTT [13]
PADI1 AGAGTGACATCGTGGACATTC GCTCGTGGTAGGACAAGTAGTC [12]
PADI2 GGTGGGATGAGCAGCAAGCGAATC GAACAGAGCGGGCAGGTCAATGATG [12]
PADI3 GCAGAGTGTGACATCATTGACATCC GACCGCACCTTCTCCTCCAG [12]
PADI4 CCACACGGGGCAAACTGTC CAGCAGGGAGATGGTGAGGG [12]
PADI6 CGTGGAGAAGTGCATTCACCTGAAC GCCTCGCAAAGGACCTCTTGGG [12]
ST14 ATCGCCTACTACTGGTCTGA GTTTTGGAGTCCGTGGGGAAA this work
TGM1 CCCCCGCAATGAGATCTACA ATCCTCATGGTCCACGTACACA this work
TGM3 GGAAGGACTCTGCCACAATGTC TGTCTGACTTCAGGTACTTCTCATACTG this work
TGM5 CGGAGCAGGTTGAGGACTGT GAGGACTCCAAGGAAGACTTTCTG this work
HAL-V1 AAAGAGAAAACAGTTGTTTACGGTATTAC GCGATCTTTTATCCAGGGCCTTAC this work
HAL-V2 AGAGAAAACAGGGAGCTTCAGG CAAGATGAGAGAGTGGGGCA this work
HAL-V3 GTTGACTCCCTCTCCACCAG TACTTCCCAAACCTTACAACAGA this work
YWHAZ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA CCGCCAGGACAAACCAGTAT [12]
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Figure S1. Unchanged cell viability, outside-in permeability and proliferation in RHEs when exposed to the
dry condition. RHEs produced with keratinocytes from 3 different donors (B1-B3) and exposed to humid or dry
conditions were collected at day 10. (a) Cell viability was measured with an MTT assay. Positive control
corresponds to RHEs topically treated with 3% SDS. (b) Outside-in permeability was evaluated using the Lucifer
Yellow assay. A Lucifer yellow solution was applied to RHEs and, after 6 hours of incubation, the dye
concentration in the culture medium was measured. Positive control corresponds to immature RHEs (harvested
at day 2). (c) Left part: representative immunodetection of Ki67 on sections of fixed RHEs (3 different donors).
Scale bar = 50 um. Right part: quantification of Ki67 positive nuclei per mm of epidermis length. n. s. = no
significant difference.
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Figure S2. Exposure to the dry condition alters the RHE ultrastructure. RHEs produced with keratinocytes from
3 different donors (B1-B3) and exposed to humid or dry conditions were collected at day 10. (a) Quantification
of cornified, granular and total viable keratinocyte layers. n. s. = no significant difference. (b) Transmission
electron micrographs of the granular layers. Scale bar = 2 um. SC: stratum corneum; G1.: first granular layer; G2:
second granular layer; G3: third granular layer. Note the increased number of granular layers and the increased
size of keratohyalin granules in RHEs cultivated in the dry condition versus the humid one. (c) Measurement of
the keratohyalin granules (KHG) density (area of KHG / area of cytoplasm) and size.
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Figure S3. Gene expression analyzed by RT-qPCR. Expression of genes encoding (a) for keratin K14 and various
differentiation markers, (b) for filaggrin (FLG) and (c) for proteases implicated in filaggrin breakdown was
analyzed by RT-gPCR in RHEs exposed to humid (H) or dry (D) conditions (4 keratinocyte donors). n. s. = no
significant difference
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Figure S4. Expression of proteases proposed to be involved in filaggrin metabolism regulation. (a) Expression
of genes encoding kallikrein 5 (KLK5), matriptase (ST14) and skin-aspartic protease (SASPase; ASPRV1) was
analyzed by RT-gPCR in RHEs exposed to humid or dry conditions (4 different donors). n. s. = no significant
difference. Note: we did not succeed in detecting elastase 2 transcripts. (b) Expression of actin (as a loading
control), KLK5, SASPase, matriptase and elastase 2 was analyzed by western blotting of total protein extracts
prepared from RHEs produced with keratinocytes from 3 different donors (B1-B3) and exposed to humid (H) or
dry (D) conditions.
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Figure S5. Expression of histidase in RHEs. Three variants of histidase (GenBankTM accession numbers:
NM_002108.3, NM_001258333.1 and NM_001258334.1) were detected in RHEs by both RT-gPCR and western
blotting. (a) Expression of the variant 1 encoding mRNAs (HAL-V1) analyzed by RT-PCR in RHEs exposed to
humid (H) or dry (D) conditions (4 keratinocyte donors). (b) Expression of variants 2 and 3 encoding mRNAs
(HAL-V2 and HAL-V3) analyzed by RT-qPCR in RHEs exposed to humid or dry conditions (4 different donors). n.
s. = no significant difference. (c) Detection of the three variants of histidase by western blotting of TE-NP40
extracts prepared from RHEs produced with keratinocytes from 3 different donors (B1-B3) and exposed to
humid (H) or dry (D) conditions.
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L’inhibition des peptidyl-arginine désiminases par le Cl-amidine ralentit la

cornification et perturbe le flux autophagique dans un modeéle d’épiderme humain

Laura Cau, Hidenari Takahara, Paul R Thompson, Guy Serre, Marie-Claire Méchin et Michel Simon

En préparation

Résumé :

La désimination est une modification post-traductionnelle catalysée par une famille d’enzymes
appelées les peptidyl-arginine désiminases (PADs). Au sein d’une séquence peptidique, les PADs
transforment les résidus arginine en résidus citrulline, et ce de maniére calcium-dépendante. Le réle
de la désimination est encore mal compris bien que cette modification post-traductionnelle ait été
associée a divers processus physiologiques et pathologiques. Dans I'épiderme, trois PADs sont
exprimées : les PADs 1, 2 et 3.

L'objectif de cette étude a été de mieux comprendre le role des PADs dans I’homéostasie
épidermique. Pour cela, des épidermes reconstruits humains (ERHs) ont été traités avec des
concentrations croissantes (de 0 a 800 uM) de Cl-amidine, un inhibiteur spécifique des PADs,
pendant 48 heures. L'efficacité du Cl-amidine a été analysée par western-blot avec un anticorps
spécifique des protéines citrullinées, et I'effet du traitement sur la morphologie de I'épiderme a été
apprécié par microscopie électronique a transmission.

Nous avons tout d’abord démontré que les PADs 1 et 3 sont exprimées et actives dans les ERHs,
avec un profil semblable a celui de I'épiderme normal. Nous avons ensuite montré que le traitement
des ERHs avec le Cl-amidine inhibe la désimination de maniére dose-dépendante et n’est pas
cytotoxique pour les kératinocytes. Le Cl-amidine, lorsqu’il est utilisé a 800 uM, induit un
amincissement de la couche cornée, une augmentation importante du nombre de cellules
transitionnelles (cellules a un stade de différenciation intermédiaire entre kératinocytes granuleux et
cornéocytes), une accumulation de vésicules hétérogenes et de mitochondries dans le cytoplasme
des kératinocytes granuleux, ainsi qu’une augmentation de la quantité de LC3B-Il, un marqueur des
vésicules autophagiques.

En conclusion, ces résultats montrent que le traitement des ERHs avec le Cl-amidine entraine un
ralentissement de la cornification et perturbe le flux autophagique au niveau de la couche
granuleuse. Ces résultats suggerent donc que la désimination pourrait étre impliquée dans le

processus d’autophagie qui semble avoir lieu lors de la différenciation terminale épidermique.
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ABSTRACT

Background: Deimination is a post-translational modification catalyzed by a family of enzymes
named peptidylarginine deiminases (PADs). In a peptidic sequence, PADs transform arginine residues
into citrulline residues. The role of deimination is still poorly understood even if it has been
associated with numerous physiological and pathological processes. In the epidermis, three PADs are
expressed, namely PAD1, 2 and 3.

Objective: To study the importance of deimination in the epidermis homeostasis.

Methods: Three-dimensional reconstructed human epidermis (RHEs) were treated for two days
with increased concentrations (from 0 to 800 uM) of Cl-amidine, a specific PAD inhibitor. The efficacy
of Cl-amidine treatment was analyzed by western blotting with antibodies specific for deiminated
proteins, and its effect on the morphology of the epidermis by transmission electron microscopy.

Results: We demonstrated that PAD1 and PAD3 were expressed and active in RHEs. We showed
that Cl-amidine treatment inhibited deimination in a dose-dependent manner and was not cytotoxic
for keratinocytes. Cl-amidine at 800 uM was shown to decrease the thickness of the cornified layer,
to highly increase the number of transitional cells, to induce an accumulation of mitochondria and of
heterogeneous vesicles in the cytoplasm of the granular keratinocytes, and to up-regulate LC3B-II, a
marker of autophagic vesicles.

Conclusion: These results showed that Cl-amidine treatment slows down cornification and
disturbs the autophagic flux in the granular layer. This suggests that PAD1 and/or PAD3 coul play a
role in the constitutive epidermal autophagy process that appears as an important step in

cornification.

1. Introduction

Deimination (or citrullination) corresponds to the calcium-dependent post-translational
conversion of arginine to citrulline residues in proteins. This modification alters the global charge of
substrates and potentially induces changes in their conformation, interactions and thus functions.
Deimination is catalyzed by a family of enzymes named peptidyl-arginine deiminases (PADs). In
human, there are five PAD isotypes (PAD1-4 and PADG6), encoded by five genes named PAD/ and
clustered on chromosome 1p35-36 [1]. Each PAD isotype presents its own substrate specificity and
displays a specific pattern of cell and tissue expression [2-5]. The functions of PADs are still poorly
understood even if they have been associated with numerous physiological processes, such as

epidermal differentiation, gene regulation, pluripotency, inflammation, immune response and
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oogenesis, and in various pathological processes, such as rheumatoid arthritis, some
neurodegenerative diseases like multiple sclerosis and Alzheimer’s disease and cancers [6-9].

In the epidermis, PAD1-3 are expressed. PAD1 is present in all the layer of the epidermis, for the
basal layer to the top of the cornified layer, PAD2 is detected in all the living keratinocytes and PAD3
is mainly found in the granular layer and the lower cornified layer [4]. However, deiminated proteins
are only detected in the cornified layer. Up to now, five epidermal substrates of PADs were
identified: keratins K1 and K10, filaggrin, filaggrin 2 and hornerin [10-12]. Keratins K1 and K10, main
components of the intermediate filaments composing the fibrous matrix of corneocytes are
deiminated in the upper part of the cornified layer. The function of their deimination is not known
but it was suspected to induce a relaxation of the corneocyte matrix. Filaggrin, a member of the
“S100-fused type proteins” family, facilitates the aggregation of keratin intermediate filaments
during keratinocyte differentiation and is partly integrated to the cornified envelope of corneocyte
[13, 14]. Its deimination was shown to disrupt its interaction with keratins and to increase its
susceptibility to proteolysis by calpain 1, leading to the release of free amino acids that contribute,
either directly or after modification, to the natural moisturizing factor [11, 15, 16]. Filaggrin 2,
another member of the S100-fused type protein family, is suspected to share the same fate than
filaggrin and it was shown that its deimination also facilitates its proteolysis by calpain 1 [11]. Finally,
it was recently shown that the deimination of hornerin, a third member of the S100-fused type
proteins family that is incorporated to the cornified envelope, improves its crosslinking by
transglutaminases and increases its cleavage by calpain 1 [12]. Padi2 knockout mice showed no
obvious epidermal defects while no compensation by other Pad isotypes was induced [17]. This
suggests therefore that the deiminated proteins of the epidermis are modified by PAD1 and/or PAD3
in physiological condition.

In order to further understand the physiological function of deimination in human epidermal
homeostasis, Cl-amidine, a pan-PAD inhibitor [18, 19], was used. Cl-amidine was added in the culture
medium of three-dimensional reconstructed human epidermis (RHEs). Transmission electron
microscopy and western blot analysis showed that Cl-amidine treatment disturbed the autophagic

flux during cornification.

2. Materials and Methods

2.1. Recombinant proteins, chemicals and antibodies
Purified recombinant human PAD1-3 (active forms without any tag) and purified
recombinant FLG with a carboxy-terminal poly-histidine tag (FLG-His) were produced and purified as

previously described [20-22]. Cl-amidine was synthetized as previously described [18]. Anti-modified
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citrulline (AMC) antibodies were used at 0.08 pg/mL for western blot and 0.2 pg/mL for
immunohistology, after chemical modification of citrulline residues for 1 and 3 hours respectively at
37°Cin 0.0125% FeCl;, 2.3M H,S04, 1.5M H;P04, 0.25% diacetyl monoxime and 0.125% antipyrine,
and saturation as previously described [23, 24]. Anti-PAD1 and anti-PAD3 antipeptides were
produced and purified as previously described [4, 21], and diluted to 4 pg/mL and 24 pg/mL,
respectively. Anti-Tetra-His antibody (clone 34670, Qiagen, Hilden, Germany) was used at 1/1000.
Anti-actin antibody (clone C4, Merck Millipore, Billerica, MA) was used at 1/20 000. Anti-LC3B
antibody (#2775, Cell Signaling Technology, Moorpark, CA) was used at 1/1000.

2.2. In vitro evaluation of Cl-amidine efficacy

To assess the efficacy of Cl-amidine against epidermal PADs, in vitro PAD activity assays was
performed as previously described [2, 22], in the presence of various concentrations of Cl-amidine
(from 0 to 100 uM). Recombinant PAD1, PAD2 or PAD3 (40 milliunits/assay) was pre-incubated with
Cl-amidine (from 0 to 100 uM) in 100 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM CaCl2, 5 mM DTT at 37°C for 10
min. Then, FLG-His (100 ng/assay) was added and the mixture was incubated at 37°C for 1 hour for
PAD1 and PAD3 and for 20 min for PAD2. The reactions were stopped by the addition of Laemmli
buffer (175 mM Tris-HCI, pH 6.8, 7.5% SDS, 25% glycerol, 12.5% B-mercaptoethanol) and boiling for 3

min. Samples were analyzed by western blotting with the AMC antiserum as described below.

2.3. Production of RHEs

Primary normal human keratinocytes were isolated after abdominal dermolipectomy of healthy
female (34-48 years old) subjects who had given their informed consent. RHEs were produced with
primary keratinocytes in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C, as previously described [25,

26]. RHEs were harvested 4, 6, 8, 10 or 12 days after air-liquid interface exposure.

2.4. Treatment of RHEs with Cl-amidine
To test the efficiency of Cl-amidine against PAD activity in RHEs, Cl-amidine was added at various
final concentrations (0, 100, 200, 400 and 800 uM) into the culture medium at day 8. RHEs were then

harvested at day 10.

2.5. Light microscopy and immunohistology

RHE samples were fixed in 4% formaldehyde containing buffer (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) for
24 hours at 4°C, and paraffin-embedded. For light microscopy analyses, five-micron sections were
stained with hematoxylin and eosin. For indirect immunofluorescence analyses, after
deparaffinization, rehydration and incubation in a blocking solution (2% bovine serum albumin and
0.05% Tween-20 in PBS), sections were first incubated with primary antibodies and then with the

appropriate Alexa-fluor conjugated secondary antibody (Alexa Fluor 555 anti-rabbit 1gG, Invitrogen
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Life Technologies, Carlsbad, CA) diluted to 1/1000 and 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-
Aldrich) diluted to 1 pg/ml. Slides were mounted in Mowiol 4-88 (Calbiochem, San Diego, CA) and
observed under a Nikon Eclipse 80i fluorescence microscope equipped with a Nikon DXM 1200C

digital camera and NIS image analysis software (Nikon, Tokyo, Japan).

2.6. Western blotting

RHE specimens were lyzed by boiling twice for 5 min in Laemmli buffer. Total epidermal proteins
were resolved by SDS - 10% polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and electrotransferred
onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Danderyd, SE). Membranes were blocked in a Tris-
HCI buffer containing 0.05% Tween-20 and 5% skimmed milk (for detection with AMC and anti-actin
antibodies) or 5% bovine serum albumin (for detection with anti-LC3B antibody), then incubated
overnight at 4°C with primary antibodies and finally incubated for 2 hours at room temperature with
secondary horseradish peroxidase-conjugated antibodies diluted to 1:10000 (Goat Anti-Rabbit IgG-
HRP, SouthernBiotech, Birmingham, AL; Goat Anti-Mouse IgG-HRP, Bethyl Laboratories,
Montgomery, TX). Detections were realized with ECL Prime system (GE Healthcare) and images were
acquired with a G:BOX Chemi XT4 CCD camera (Syngene, Cambridge, United Kingdom) and GeneSys
software (Genesys, Daly City, CA). Imagel software (National Institutes of Health, Bethesda, MD) was
used to quantify immunoreactive bands. Signals were normalized to Ponceau staining for deiminated

proteins (detected with the AMC antibody) and to actin immunodetection for LC3B.

2.7. Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)

RHE samples were placed in RNAlater RNA stabilization solution (Qiagen, Hilden, Germany) for at
least one day at 4°C and total RNA was extracted with RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. Quality of total RNA was validated for RNA Integrity Number > 8.5 using
an Agilent 2100 Bioanalyzer with the Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) and RNA quantity was evaluated using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Reverse transcription (RT) was performed from 400 ng of total RNA
by using PrimeScript Il 1st strand cDNA synthesis kit (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan) with
combination of oligo(dT) and random hexamer primers according to the manufacturer’s instructions.
Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was performed on triplicate samples (cDNA diluted at
1/30) and twice with the 7300 Real Time PCR System (Applied BioSystems, Foster City, CA) using the
Sybr qPCR SuperMix W/ROX (Invitrogen Life Technologies). The qPCR conditions were as follows:
95°C for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 s and annealing at 60°C for 1
min. The steady-state mRNA levels of each gene were determined using YWHAZ expression for
normalization, according to the 2(—AACt) calculation method [27]. The primers used were previously

described [2]. Primer pair specificities were verified by in silico nBLAST analysis, and by loading on
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2.5% agarose gel and Sanger-sequencing amplicons. Moreover, qPCR primer efficiencies were

checked on RHE cDNA serial dilutions (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 and 1/320).

2.8. Transmission electron microscopy analysis

RHEs were processed as previously described [28] and observed with an HT7700 electron
microscope (Hitachi, Tokyo, Japan). Quantifications were performed for RHEs produced from 4
different donors (at least 1 RHE per donor). The numbers of corneocyte layers were quantified on 3
independent areas of each epidermis (2500x magnification pictures). The frequency of transitional
cells was estimated on an average of 30 pictures covering the area of transition between the granular
layer and the cornified layer (2500x) per RHE, and corresponds to the number of pictures presenting

transitional cells related to the total number of analyzed pictures.

2.9. Cell viability assay
Cell viability of RHEs was determined using an MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide; Sigma-Aldrich) reduction assay as described previously [26, 29]. RHEs topically

treated with 3% SDS were used as a control. Optical density was measured at 550 nm.

2.10. Statistical analysis
Data are presented as mean * standard deviation. Statistical differences were determined with
bilateral paired Student’s t-tests. Differences were considered significant when the p-value (p) was

less than 0.05.

3. Results

3.1. In vitro inhibition of recombinant PAD1, PAD2 and PAD3 activity by Cl-amidine

To assess the efficacy of Cl-amidine against the three epidermal PADs, a recombinant form of
human filaggrin (FLG-His) was deiminated in vitro by recombinant PAD1, PAD2 or PAD3 at 37°C, in
the presence of increased concentrations of the inhibitor, from 0 to 100 uM. After incubation, the
reaction products were analyzed by western blotting with AMC antibodies specific for modified
citrullinated proteins and with anti-Tetra-His antibody specific for the poly-His tag (Fig. 1). When FLG-
His was incubated with PADs and without inhibitor, a shift of its apparent molecular mass, from
around 40 kDa (when not deiminated) up to around 75 kDa, was observed, as previously described
[30, 4, 22, 2, 24], and was more or less important according to the PAD isotype (Fig. 1, lower panel). A
clear decrease of FLG deimination was observed from Cl-amidine concentrations of 3.125, 50 and 25
UM for PAD1, PAD2 and PAD3, respectively (Fig. 1, upper panel). The inhibitory effect of Cl-amidine
was confirmed by western blotting with the anti-Tetra-His antibody (Fig. 1, lower panel). Indeed, as

the concentration of Cl-amidine increased, a progressive decreased of the apparent molecular mass

156



RESULTATS EXPERIMENTAUX — Article n°2

of FLG-His was observed, and the band corresponding to the not deiminated FLG finally reappeared
(around 40 kDa). The maximum effect is obtained from 12.5 uM of Cl-amidine for PAD1 and from
around 50 uM for PAD2 and PAD3. Altogether, those results showed that Cl-amidine was more
specific for PAD1 than for PAD2 and PAD3 but was nevertheless able to inhibit the activity of the

three isotypes.

Fig. 1. In vitro efficiency of Cl-amidine against the activity of epidermal PADs. Purified recombinant FLG-His
(100 ng/assay) was incubated at 37°C with recombinant PAD1, PAD2 or PAD3, and Cl-amidine at different
concentrations (from 0 to 100 uM). The reaction products were then analyzed by western blotting with an
antibody directed to modified citrullines (AMC) and with an anti-Tetra-His antibody specific for the poly-His tag.
The arrow head indicates the concentration of Cl-amidine from which an inhibitory effect on FLG demination is
clearly observed. Molecular mass markers are indicated in kDa on the left of each blot. Note that deimination
induces a progressive increase in the apparent molecular mass of FLG, up to around 75 kDa for the totally
deiminated form.

3.2. Expression and activity of PAD1 and PAD3 in the RHE

RHEs were produced with primary keratinocytes from normal human skin as previously described
[25, 26]. In order to test for the expression and activity of PADs in this in vitro model, RHEs were
harvested at different culture times, from 4 to 12 days after the beginning of the air-liquid interface
exposure, and deimination was analyzed by indirect immunofluorescence and western blotting with
the AMC antibodies (Fig 2A and B). By immunofluorescence staining, deiminated proteins were
detected only in the cornified layer of RHEs, as previously observed in human epidermis [10], and
their detection intensity increased from day 6 to stabilize around day 10, as shown by western
blotting. The expression of PADs was then analyzed by RT-qPCR. PADI4 and PADI6 transcripts were

not detected in RHEs, as expected since they are not expressed in human epidermis (data not
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shown). RHEs showed no PADI2 expression under the experimental conditions used (data not
shown), whereas it is known to be expressed in human epidermis [1, 2, 31]. PADI1 and PADI3 were
expressed in RHEs (Fig. 2C). The steady-state PADI1 mRNA level increased in RHEs from day 4 to day
10, and tend to reach the level observed in the normal human epidermis. The PADI3 mRNA level did
not significantly vary between day 4 and day 10, but was surprisingly much higher than in the normal
human epidermis (100 + 24% versus 3%). PAD1 and PAD3 were also detected in RHEs by indirect
immunofluorescence and presented a similar expression pattern than in the normal human
epidermis, as previously described [4, 20, 21] (Fig. 2D). PAD1 was detected in all the living cells of
RHEs while PAD3 was observed only in the granular layer. In the light of these results, RHEs was

harvested at day 10 for the rest of the study.

Fig. 2. Deimination and PAD1 and PAD3 expression in RHEs. (A) Sections of paraffin-embedded normal human
skin and RHEs harvested after 6, 8, 10 and 12 days of culture at the air-liquid interface (D6 to D12) were stained
with hematoxylin and eosin (H&E) and analyzed by indirect immunofluorescence with the AMC antiserum. (B)
Total protein extracts of RHEs harvested after 6, 8, 10 and 12 days of culture at the air-liquid interface were
separated by SDS-PAGE and immunodetected with the AMC antibody and with an anti-actin antibody (lower
part). Molecular mass markers are indicated in kDa on the left. (C) Total RNA extracts were prepared from a
normal human epidermis sample (NHE) and RHEs specimens harvested 4, 6, 8 and 10 days after air-liquid
exposure (D4 to D10) and reverse-transcribed. The steady-state PADI1 and PADI3 mRNA levels were quantified
by qPCR using YWHAZ mRNA level as reference for normalization. (D) Paraffin-embedded sections of RHEs
harvested after 10 days of culture at the air-liquid interface were analyzed by indirect immunofluorescence
with anti-peptide antibodies specific for PAD1 and for PAD3. (A, D) The polycarbonate filter and dermo-
epidermal junctions are indicated by white dashed lines. Scales bar = 25 um.
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3.3. Dose-dependent inhibition of protein deimination in RHEs by Cl-amidine

In order to evaluate the efficacy of Cl-amidine to inhibit PAD activity in RHEs, Cl-amidine was
added in the culture medium of RHEs at day 8. Various concentrations of inhibitor were tested: O,
100, 200, 400 and 800 uM. RHEs were harvested 48 hours after the beginning of the treatment, at
day 10, and the total proteins were extracted in Laemmli buffer and analyzed by western blotting
with the AMC antibodies. The deimination level in each epidermis was quantified by densitometry
relatively to the quantity of total proteins detected by Ponceau staining, and normalized on the value
obtained for control RHEs (0 uM of Cl-amidine). Cl-amidine treatment induced a decrease of the total
quantity of deiminated proteins in RHEs in a dose-dependent manner (Fig. 3A). At 800 uM of Cl-
amidine, the deimination rate was significantly reduced to a mean of 55 * 30% (p = 0.014; n = 6; Fig.
3A and B). As the highest effect of Cl-amidine was obtained with a concentration of 800 uM, this

concentration was used for the rest of the study.

Fig. 3. Dose-dependent inhibition of deimination in RHEs treated with Cl-amidine. RHEs were treated with CI-
amidine at different concentrations (0, 100, 200, 400 or 800 uM) for 48 hours and harvested at day 10 after air-
liquid exposure. Total protein extracts were prepared, separated by SDS-PAGE and analyzed by western
blotting using the AMC antibody. (A) Immunodetected deiminated proteins were quantified, normalized on
ponceau staining and expressed in percentage relatively to the value of the control RHEs (Cl-amidine at 0 uM).
Each individual value is represented by a dot and means are represented by dashes. (B) Representative blot of
total protein extracts from RHEs produced without Cl-amidine (Control) or treated with 800 uM of Cl-amidine.
Molecular mass markers are indicated in kDa on the left.

3.4. Slowdown of cornification in RHEs treated with Cl-amidine

The consequence of Cl-amidine treatment was first analyzed using hematoxylin and eosin staining
of RHEs (n = 4; Fig. 4A). RHEs treated with 800 uM of Cl-amidine presented a similar morphology than
the controls. Moreover, Cl-amidine did not significantly decrease the cell viability as shown with an

MTT assay (Fig. 4B). To study the effect of Cl-amidine on RHEs at the ultrastructural level,
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transmission electron microscopy analysis was performed. A clear increased of the number of
transitional cells located between granular and cornified layers was observed in RHEs treated with Cl-
amidine as compared with controls (Fig. 4C). These cells were characterized by a marked cornified
envelope, numerous vesicles and diffused large granules in their cytoplasm, and sometimes by
persistent nucleus. These particular characteristics are all the previously described hallmarks of
transitional cells [32, 33] (Fig. 4.D). The frequency of observation of transitional cells, then quantified
as described in the ‘materials and methods’ section, was increased after Cl-amidine treatment (13 +
1% versus 88 + 21%; p = 0.005; n = 4; Fig. 4E). Accordingly, the number of corneocyte layers was
shown to be significantly decreased (15.5 + 4.3 in control RHEs versus 12.2 + 2.6 in Cl-amidine
treated RHEs; p = 0.050; n = 4; Fig. 4F). Altogether, these results suggested that Cl-amidine slowed
the transformation of granular cells to corneocytes, and thus increased the number of transitional
cells. This is the first demonstration that PAD inhibition could affect cornification in human

epidermis.

3.5. Disturbed autophagy in the granular keratinocyte cytoplasm of RHEs treated with Cl-amidine
By transmission electron microscopy analysis, accumulations of heterogeneous vesicles in the
cytoplasm of the granular keratinocytes were observed in RHEs treated with Cl-amidine, while this
kind of vesicles was sparse in the granular cells of control RHEs. Moreover, large vesicles were
sometimes observed near to the nucleus in the granular layer of treated RHEs (Fig. 5A). These
vesicles were suspected to be autophagic and nucleophagic vesicles, that have previously been
observed in the granular layer of the epidermis [34]. Abnormal accumulations of mitochondria were
often visible in the cytoplasm of granular keratinocytes of RHEs treated with Cl-amidine (Fig. 5B). This
features could be related to an altered authophagic process. In order to verify this hypothesis, total
protein extracts of control RHEs and Cl-amidine treated RHEs were analyzed by western blotting with
an antibody directed to LC3B, a marker of autophagy. LC3B is known to be present under two forms
in the cells, the conversion of the soluble LC3B-I (~16kDa) to the lipid bound LC3B-II (~14 kDa) being
associated with the formation of autophagic vesicles [35]. In RHEs treated with Cl-amidine, the total
detection of LC3B and the detection of LC3B-Il were significantly increased as compared with control
RHEs (LC3B-Il: 90 + 7% versus 254 + 21%, p = 0.0007; n = 4; Fig. 5C), indicating an accumulation of
autophagic vesicles in the treated samples. These results showed that Cl-amidine treatment

disturbed the normal autophagic flux in the granular layer of the epidermis.
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Fig. 4. Increase of transitional cells frequency and decrease of corneocyte number in RHEs treated with CI-
amidine. (A) Sections of paraffin-embedded normal RHEs treated with 0 uM (Control) and 800 uM of CI-
amidine during 48 hours were stained with hematoxylin and eosin (n = 4). Scale bar = 25 um. (B) The cell
viability of RHEs treated with 0 uM (Control) and 800 uM of Cl-amidine (Cl-a) was evaluated using a MTT assay.
(C) RHEs treated with 0 uM (Control) and 800 uM of Cl-amidine were analyzed by transmission electron
microscopy with focuses on the area of transition between the granular layer (stratum granulosum: SG) and
the cornified layer (stratum corneum: SC) (n = 4). Transitional cells (T) were frequently observed in RHEs
treated with Cl-amidine. Scale bars = 1 um. (D) Focus on transitional cells in an RHE treated with 800 uM of Cl-
amidine. Transitional cells are characterized by the presence of a marked cornified envelope (CE), diffuse
keratohyalin granules (KHG) and vesicles (indicated by asterisks). Nuclei (N) were sometimes observed in these
cells. Scale bars = 1 um. (E) The frequency of transitional cells observation in RHEs treated with 0 uM (Control)
and 800 uM (Cl-a) was quantified as described in the ‘Materials and methods’ section. (F) The number of
corneocytes layers was quantified as described in the ‘Materials and methods’ section. For (B, E and F), mean
value for each RHE was represented by a blue dot and means of all experiments by a black dash (n = 4).
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Fig. 5. Accumulation of autophagic vesicles and mitochondria in the cytoplasm of granular cells in RHEs
treated with Cl-amidine. (A) RHEs treated with 0 UM (Control) and 800 uM of Cl-amidine during 48 hours were
analyzed by transmission electron microscopy with focuses on the granular layer (n = 4). Vesicles are indicated
by asterisks and mitochondria (M) by red arrow heads. Scale bars = 1 um. (B) Total protein extracts of RHEs
treated with 0 uM (Control) and 800 uM of Cl-amidine were separated by SDS-PAGE and immunodetected with
anti-LC3B and anti-actin antibodies. Molecular mass marker is indicated in kDa on the left. Inmunodetected
LC3B I, LC3B Il and total LC3B (corresponding to LC3B | + IlI) were quantified, normalized on actin detection and
expressed in percentage relatively to the total LC3B intensity value of the control RHEs (n = 4).
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Résumé :

Le syndrome des cheveux incoiffables (SCI), aussi appelé « pili trianguli et canaliculi », est une
anomalie rare du cheveu qui apparait chez I'enfant et s’améliore avec I'dge. Ce syndrome est
caractérisé par des cheveux secs, frisés, brillants, et si ébourrifés qu’il est impossible de les applatir.
L'analyse microscopique des cheveux révele une gouttiere longitudinale sur la longueur de la tige
pilaire avec une section triangulaire ou en forme de rein. Jusqu’a aujourd’hui, des cas isolés et des
cas familiaux héréditaires, avec un mode de transmission autosomique dominante aussi bien
gu’autosomique récessive, ont été rapportés. Aucun de ces cas n’a cependant permis d’identifier la
cause génétique de la maladie. Dans cette étude, nous rapportons l'identification de mutations
génétiques responsables du SCI, dans les trois génes PADI3 (codant la peptidylarginine désiminase 3
ou PAD3), TGM3 (codant la transglutaminase 3 ou TGase 3) et TCHH (codant la trichohyaline ou
TCHH). Ces mutations ont été mises en évidence sur un total de onze enfants. Tous sont porteurs de
mutations homozygotes ou hétérozygotes composites sur I'un des trois genes, avec un mode de
transmission héréditaire a caractére autosomique récessif. Les PAD3 et TGase 3, deux enzymes
responsables de modifications post-traductionnelles, et la TCHH, une protéine structurale qui
constitue une de leurs cibles, sont impliquées dans la formation de la tige pilaire. La mutation du
géne TCHH identifiée aboutit a la synthése, si elle a lieu, d’'une forme trés courte de TCHH,
probablement incapable d’interagir avec les kératines. Grace a 'expression de formes recombinantes
des PAD3 et TGase 3 sauvages et mutées (produites par mutageénese dirigée) dans des cellules en
culture et a la modélisation in silico de la structure des enzymes, nous avons montré que les
mutations des génes PADI3 et TGM3 induisent des modifications structurales et une nette
dimunition de l'activité des enzymes correspondantes. De plus, des observations en microscopie
électronique a balayage ont révélé une altération de la morphologie des poils de souris invalidées
pour le géne Padi3, avec une surface irréguliere comme martelée. L'ensemble de ces résultats a
permis de découvrir les causes génétiques et moléculaires du SCl et ainsi de mieux en comprendre la
physiopathologie. Cette étude a de plus mis en lumiére le réle essentiel de la cascade PAD3 — TCHH —
TGase 3 dans la physiologie du follicule pileux.

Dans cette vaste étude, la modélisation in silico de la structure des PAD3 sauvage et mutées,
I'analyse histologique des PAD3 exprimées dans des cellules HaCat, I'expression de ces mémes
enzymes dans des bactéries et son analyse, et I'étude des poils de souris invalidées pour le gene
Padi3 ont été réalisées a Toulouse. J'ai personnellement participé aux prélevements et a I'analyse
des poils de souris et jai été en charge de I'ensemble des expérimentations d’histologie. J'ai
notamment passé du temps a mettre au point I'analyse des cheveux de patients en histologie mais
cela n"a malheureusement pas abouti du fait de la mauvaise qualité des prélevements (cheveux
arrachés, en phase télogéne). J'ai aussi participé a la relecture du papier.
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Abstract

”n “

Uncombable hair syndrome (UHS), also known as “spun glass hair syndrome”, “pili trianguli et
canaliculi”, or “cheveux incoiffables” is a rare anomaly of the hair shaft which occurs in children and
improves with age. UHS is characterized by dry, frizzy, spangly and often fair hair that is resistant to
being combed flat. Up to date both simplex and familial UHS cases with autosomal dominant as well
as recessive inheritance have been reported. However, none of these cases were linked to a
molecular genetic cause. Here, we report the identification of UHS causative mutations located in the
three genes PADI3 (peptidylarginine deiminase 3), TGM3 (transglutaminase 3) and TCHH
(trichohyalin) in a total of eleven children. All of these individuals carry homozygous or compound
heterozygous mutations in one of these three genes, indicating an autosomal recessive inheritance
pattern in the majority of UHS cases. The two enzymes PADI3 and TGM3, responsible for
posttranslational protein modifications, and their target structural protein TCHH, are all involved in
hair shaft formation. Elucidation of the molecular outcomes of the disease causing mutations by cell
culture experiments and tridimensional protein models demonstrated clear differences in the
structural organization and activity of mutant and wild type proteins. Scanning electron microscopy
observations revealed morphological alterations in hair coat of Padi3 knockout mice. All together,
these findings elucidate the molecular genetic causes of UHS and shed light on its pathophysiology,

and hair physiology in general.

Introduction

UHS [MIM 191480], was first described as a distinctive hair shaft defect in 1973.% 2 However, the
phenotype had been recognized far earlier and had obtained notoriety as the famous literary
character ‘Struwwelpeter-Shockheaded Peter’ from the children’s story published by the German
physician Heinrich Hoffmann in 1845. This was later translated by Mark Twain to English as ‘Slovenly

Peter’. Up to now about 100 UHS cases have been reported.*® **

Most of the cases are simplex
occurrences but autosomal dominant or recessive inheritance patterns were also observed. In
majority of the cases, UHS is an isolated condition of the hair, but it has occassionally been observed
with additional symptoms, such as ectodermal dysplasias, retinopathia pigmentosa, juvenile cataract,
and polydactyly. Isolated UHS is characterized by silvery, blond or straw colored scalp hair that is dry,
frizzy and wiry, has a characteristic sheen, stands away from the scalp in multiple directions and is
impossible to comb. This hair shaft disorder occurs in children and improves with age. The hair

growth rate can range from slow to normal. The clinical diagnosis of UHS can be confirmed by

scanning electron microscopy (SEM) analysis of hair shafts.®® In at least 50% of the hair examined,
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this reveals a triangular or heart-shaped cross-section, in comparison to the normal circular cross
section, as well as longitudinal grooves along the entire length of the hair shaft.? The hair is not more
fragile or brittle than normal hair. No effective therapy is yet available although biotin
supplementation was reported to be successful in some cases.™

Up to date no genetic alteration had been linked to UHS although familial occurrence has been
well observed. In this study, we report UHS causative mutations in PADI3 [MIM 606755], TGM3 [MIM
600238] and TCHH [MIM 190370], encoding for hair shaft proteins that display sequential
interactions with each other. Transfection of cells with constructs encoding for wild type (WT) and
mutant proteins showed that the identified PADI3 and TGM3 mutations have profound effects on
enzymatic activity of the respective proteins. The observation of alterations in whiskers and hair coat
of Padi3 knockout mice confirms the essential role of this enzyme in hair shaft morphology.
Altogether, our findings implicate that UHS occurs when interactions of a structural protein that gives
shape and mechanical strength to the hair shaft are impaired by defects either in this protein itself or

in others that mediate its interactions.

Materials and Methods

Study participants

Detailed information regarding the clinical descriptions of the individuals included in this study is
given in the Supplemental Note: Case Reports. This study was performed according to the principles
of the Declaration of Helsinki. Ethical approval was obtained from the ethics committee of the
Medical Faculty of the University of Bonn and the participants provided written informed consent
prior to blood sampling. Written informed consents of the affected individuals or their legal

guardians were obtained for the publication of the case photos included in this manuscript.

Scanning electron microscopy
Hair shafts from various individuals with UHS and controls were mounted on stubs and sputter
coated with either gold or platinum prior to examination in either a FEI Quanta FEG250 or a Philips

505 scanning electron microscope.

Exome sequencing

Exome sequencing was performed in two different centers. The two affected siblings of the
discovery family from UK were exome sequenced by Oxford Gene Technology’s Genefficiency
Sequencing Service. Genomic DNA (2 pg) was fragmented and enriched for human exonic sequences
using the Human All Exon V5 Agilent Sure Select kit (Agilent Technologies) using the manufacturers

protocol, and sequenced on the Illumina HiSeq 2000 platform using Truseq (v3 Chemistry) (Illumina)
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to generate 100 base paired-end reads. Fastq files were mapped to the reference human genome
(hg19/GRCh37) using the Burrows-Wheeler Aligner (BWA) package (v0.6.2)."* Local realignment of
the mapped reads around potential insertion/deletion (indel) sites was carried with the Genome
Analysis Tool Kit (GATK) v1.6." Duplicate reads were marked using Picard v1.8 and BAM files were
sorted and indexed with SAM tools v0.1.18."* Approximately 12 and 14 GB of sequence data was
generated for these samples and a minimum of 90.83% and 80.54% of the targeted exome was
covered to a depth of at least 20x and 30x coverage, respectively. We filtered the variants for high-
quality homozygous or potentially compound heterozygous, novel variants [defined against dbSNP
132 inclusion] that are shared by both siblings and are deleterious based on either of the SIFT,
Polyphen and Condel predictions.

The affected individuals from Germany and Turkey were exome sequenced at the Cologne Center
for Genomics. For whole-exome sequencing, 1 pug of genomic DNA was fragmented with sonication
technology (Bioruptor, Diagenode). The fragments were end-repaired and adaptor-ligated, including
incorporation of sample index barcodes. After size selection, a pool of all 5 libraries was subjected to
an enrichment process with the SeqCap EZ Human Exome Library version 2.0 kit (Roche NimbleGen).
The final libraries were sequenced on an Illlumina HiSeq 2000 sequencing instrument (lllumina) with a
paired-end 2x 100 bp protocol. Primary data were filtered according to signal purity by the lllumina
Realtime Analysis (RTA) software v1.8. Subsequently, the reads were mapped to the human genome
reference build hgl9 using the BWA-aln alignment algorithm.'* GATK v.1.6 was used to mark
duplicated reads, to do a local realignment around short insertions and deletions, to recalibrate the
base quality scores and to call SNPs and short Indels."? For the Turkish individual this resulted in 7.5
Gb of unique mapped sequences, a mean coverage of 94 and 30x coverage of 91% of the target
sequences. For the German individual, this resulted in 8.1 Gb of unique mapped sequences, a mean
coverage of 106 and 30x coverage of 92% of the target sequences. The Varbank pipeline v.2.10 and
interface developed in-house at the Cologne Center for Genomics were used for data analysis and
filtering (unpublished data, H.T., J.A., and P.N.). The GATK UnifiedGenotyper variation calls were
filtered for high-quality (DP>15; AF>0.25 + VQSLOD >-8 if possible, otherwise: QD>2; MQ>40; FS<60;
MQRankSum>-12.5; ReadPosRankSum>-8; HaplotypeScore <13) rare (MAF < 0.005 based on 1000
genomes build 20110521 and EVS build ESP6500) variants, predicted to modify a protein sequence or

to impair splicing, in homozygous or compound heterozygous state.

Sanger Sequencing
Amplicons were generated under standard polymerase chain reaction conditions by using primers

presented in Tables S1-S3. Sanger sequencing was performed using the BigDye Terminator v1.1 Cycle
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Sequencing kit (Applied Biosystems) and an ABI 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems). The data
were analyzed using SeqMan Il software (DNASTAR).

Molecular cloning and mammalian cell cultures

To construct the expression vectors for PADI3 and TGM3, the coding sequences (cDNA) of PADI3
(1995 bp) and TGM3 (2082 bp), were amplified from hair follicle cDNA, and cloned into the TOPO
cloning site of pcDNA 3.1/V5-His-TOPO vector (Invitrogen) according to manufacturer’s protocol. The
mutant constructs (PADI3: c.335T>A [p.Leul12His], c.881C>T [p.Ala294Val], c.1813C>A [p.Pro605Thr]
and TGM3: ¢.1351C>T [p.GIn451*]) were generated by targeted mutagenesis using QuickChange I
Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent Technologies) according to manufacturer’s instructions. The
constructs were verified by Sanger sequencing. The primers used for cloning and mutagenesis are
listed in Table S4. The HaCaT human keratinocyte cell line was established by Boukamp et al.
(1988)."* The HEK293T cell line was a kind gift from Thomas Zillinger (Institute of Clinical Chemistry
and Clinical Pharmacology, University of Bonn). Both HaCaT and HEK293T cell lines were tested for
mycoplasma contamination and confirmed to be mycoplasma free. Cells were maintained at 37°C
(5% CO;) in DMEM (Lonza) supplemented with 10% FCS (Life Technologies), 1% Penicilin-
streptomycin (10,000 U ml™, Life Technologies) and 1% Amphotericin B (250 pg ml?, Life
Technologies). Cells were cultured in 10 cm Petri dishes and on coverslips in 24-well plates for
western blotting and immunofluorescence analysis, respectively. Transfections were carried on using
the Lipofectamine3000 Transfection Kit (Life Technologies) according to manufacturer’s instructions.
For each 10 cm plate, the following amounts of reagents were used: 15 pg plasmid, 1500 ul Opti-
MEM (Life Technologies), 22.5 ul Lipofectamine3000 and 30 ul P3000 reagent. For each well in a 24-
well plate, 0.5 pg of plasmid, 50 ul Opti-MEM, 1.5 ul Lipofectamine3000 and 1 pl P3000 reagent were

used. Cells were harvested 48 h post-transfection.

Topological tridimensional models of PADI3

We constructed, as we had previously published,” a topological tridimensional model of WT
PADI3 using the crystal atomic coordinates of calcium-bound human PADI4 (MIM 605347, Protein
Data Bank accession number 1WDA).* On this basis, topological models of the tridimensional
structure of the three mutated enzymes were produced after in silico substitutions of the respective
amino acids. All the models were refined by energy minimization (3x3000 iterations) using the MSI
insight Il modules Biopolymer, CHARMM and Viewer on an 02 SGI station. Energetic potentials after
minimization were all improved and validated. The three models were then validated by analyses of
“Anolea data” and Ramachandran plots produced using the Swiss model expasy structure
assessment tools and the Swiss-Pdb viewer software version 4.04, respectively. Finally, topological

models of mutated PADI3 were individually compared to that of WT PADI3 after a magic fit on Swiss-
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Pdb viewer. Solid ribbon representations were displayed to show overviews of the tridimensional

structures or enlargements focused on either the catalytic sites or the five calcium binding sites.

Immunoblotting of HaCaT and HEK293T cell extracts

Cells were collected in ice-cold PBS and centrifuged at 150 x g at 4°C for 10 min. The cell pellets
were re-suspended in 40 pl of 10x RIPA buffer (Cell Signaling Technology) and 360 pl Protease
Inhibitor Cocktail (Roche), incubated on ice for 15 min and sonicated 10 times for 10 sec, with 10 sec
breaks on ice. After centrifugation at 10,500 x g for 10 min at 4°C, the supernatants were transferred
to clean tubes and purified with Micro Bio-Spin Columns (Bio-Rad Laboratories) according to
manufacturer’s instructions. Purified lysates were mixed with 4x Laemmli sample buffer (Bio-Rad
Laboratories) diluted in B-mercaptoethanol. After protein separation on TGX stain-free gels 4-15%
(Bio-Rad Laboratories), the proteins were transferred on PVDF membrane (Amersham Biosciences).
Western blotting was carried out using the WesternBreeze chemiluminescent kit (Invitrogen)
according to manufacturer’s instructions. The following primary antibodies were used with an
incubation duration of 1h: mouse monoclonal anti-V5 (1:5000, V8012, Sigma Aldrich) and rabbit
monoclonal anti-PADI3 / PAD3 (1:400, ab172959, Abcam) for PADI3 detection, mouse monoclonal
anti-Flag (1:5000, F1804, Sigma Aldrich) and rabbit polyclonal anti TGM3-C-terminal (1:250,
OAAB12971, Aviva Systems Biology) for TGM3 detection. Membranes were developed using the
ChemiDoc MP imager (Bio Rad) for a maximum of 20 min. Data in Figure 4A are representative of
western blotting experiments from three independent transfections of HaCaT cells with PADI3
constructs. Data in Figure 7A and Figure S7 emerge from six independent transfections of HaCaT (1x)
and HEK293T (5x) cells with TGM3 constructs. The relative quantities of WT and mutated TGM3 were
assessed using Stain-Free technology that is based on total protein normalization (Bio-Rad

Laboratories).”

Immunofluorescence analysis in HaCaT and HEK293T cells

Transiently transfected HaCaT and HEK293T cells grown on coverslips were washed with 1x PBS
for 5 min, permeabilized for 10 min with 1% Triton X-100 and blocked for 1h in PBS containing 1%
bovine serum albumin, 10% normal goat serum and 0.1% Triton X-100. The cells were incubated with
mouse monoclonal anti-V5 primary antibody (1:100, V8012, Sigma Aldrich) or mouse monoclonal
anti-Flag antibody (1:500, F1804, Sigma Aldrich) for PADI3 and TGM3, respectively, for 3h at RT (or
overnight at 4°C) and goat anti-mouse-cy3 secondary antibody (1:500, A10521, Life Technologies)
with DAPI (D9542, Sigma Aldrich) for 40 min. The mounting was performed with Mowiol 4-88 (Roth).
Images were captured with 63x or 10x oil immersion objectives using a Zeiss Axioplan 2 imaging
microscope and the Cytovision 7.4 software. Imagel) was used for the analyses by applying the same

brightness and contrast thresholds to all data. Data presented in Figure 4B and Figure 7B are
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representative of analyses from four independent transfections of HaCaT cells with PADI3 constructs
and five independent transfections of HaCaT (3x) and HEK293T (2x) cells with TGM3 constructs,

respectively. Two to three coverslips were analyzed per construct at each transfection.

Activity of PADI3 in HaCaT cells

Transiently transfected HaCaT cells grown on coverslips were air-dried. For indirect
immunofluorescence, the cells were rehydrated for 15 min in PBS and permeabilized for 10 min in
PBS containing 1% Triton X-100, and then non-specific binding sites were blocked with PBS
containing 2% fetal bovine serum and 1% Triton X-100. Slides were incubated with the following
primary antibodies: mouse monoclonal anti-V5 (1:100, R960-25, Thermo Fisher Scientific) and ACPA
antibodies (6 pg ml™) purified from a pool of sera of individuals with rheumatoid arthritis [MIM
180300] patient sera.'® ' Sera were from informed and consenting individuals attending the
Rheumatology Center of Toulouse and have been declared to and approved by the Comité de
Protection des Personnes Sud Quest et Outre-Mer |l (Toulouse, France). After incubation with the
corresponding secondary antibodies, Alexa Fluor 488 Donkey anti-mouse IgG (1:10000, A21202,
Thermo Fisher Scientific), Alexa Fluor 555 Goat Anti-human IgG (H+L) (1:10000, A21433, Thermo
Fisher Scientific), and DAPI (D9542, Sigma-Aldrich), slides were mounted in Mowiol 4-88 (Calbiochem
Merck Millipore). Images were captured with 20x dry or 63x oil immersion objectives using a Zeiss
apotome microscope (Carl Zeiss). Imagel was used for the analyses by applying the same brightness
and contrast thresholds to all data. Data presented in Figure 5A are representative of analyses from

two independent transfections of HaCaT cells with three coverslips for each single PADI3 construct.

Activity of PADI3 produced in Escherichia coli

E coli strain BL21(DE3)-pLysS (Life Technologies) were transformed with 5 ng of the recombinant
expression plasmids (pcDNA3.1/V5-His-TOPO—-PADI3-WT, pcDNA3.1/V5-His-TOPO—-PADI3-
p.Leul12His, pcDNA3.1/V5-His-TOPO—-PADI3-p.Arg294Val and pcDNA3.1/V5-His-TOPO—-PADI3-
p.Pro605Thr) and grown at 37°C overnight on agar-Luria Broth plates (MP Biomedicals)
supplemented with ampicillin (50 pg ml™) and chloramphenicol (34 pg ml™). Four clones were
selected for each plasmid. After selection, the bacterial clones were grown in Luria Broth medium
supplemented with ampicillin (50 ug mI™), at 37°C for 3 hours and then overnight at 30°C. Harvested
bacteria were sonicated 4x8 seconds (6~10W) on ice in a Tris-HCI pH 7.6 buffer containing a cocktail
of bacterial protease inhibitors (Sigma Aldrich). After centrifugation at 9,000 x g for 10 min, soluble
proteins were recovered in the supernatants (clarified extracts).

To measure an in vitro deimination activity, the clarified extracts were incubated at 37°C in 100
mM Tris-HCl pH 7.6 buffer containing 10 mM CaCl2 and 5 mM DTT, for either 2 hours or overnight,

under agitation at 1400 rpm.”® The deimination reactions were stopped by boiling for 3 min in
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Laemmli’s sample buffer. The proteins were then separated by SDS-polyacrylamide (10%) gel
electrophoresis and immunodetected with the V5 Epitope Tag monoclonal antibody (1:5000, R960-

2L 22 The blots were

25, Thermo Fisher Scientific) and the anti-modified citrulline antibodies.
developed using the ECL prime™ system (GE Healthcare) as described by the manufacturer.
Immunoblotting signals were recorded using a G:Box™™ Chemi XT4 imager and GeneTool analysis
software (Syngene) for a maximum of 20 min.

After one bacteria transformation, two independent clones for p.Leull2His, three for
p.Pro605Thr and four for WT and p.Ala294Val were analyzed, with identical results; only those

corresponding to two clones are illustrated. Data are representative of two technical replicates. The

V5-antibody detections of recombinant PADI3 were confirmed using an anti-PADI3 antibody.*

Padi3-deficient mice

All experiments with animals were approved by a local ethic committee (INSERM US006 CEEA-
122) and carried out according to our Institution guidelines and EU legislation. Padi3-deficient mice
(B6NCrl;B6EN-A™E"pg i3k OMPIWE /0 - abbreviated to Padi3™’) were generated by the Phenomin
Program at the ICS Laboratory (Strasbourg, France). A promoter-less LacZ-reporter cassette
containing a neomycin-resistance gene and flanked by two flippase recognition target sites was
inserted between exons 4 and 5 of the Padi3 gene, with loxP sites flanking the exons 5 and 6. See
http://www.mousephenotype.org/data/search/gene?kw=padi3 for more details. Mice were
maintained in the TAAM animal facility (CNRS UPS44, Orléans, France) under pathogen-free
conditions. They were killed by cervical dislocation. All efforts were made to minimize suffering. The
following oligonucleotides were used for genotyping: Padi3 forward (5'-
CTTTATTGATAAACACAGGCAGGGAGC-3’), Padi3 reverse (5'-CAATGGAATCCCTCTGTCCCTCACC-3’), and
LacZ reverse (5'-CCAACAGCTTCCCCACAACGG-3’). A wild type PCR product of 241 bp and a tm1la allele
product of 365 bp were produced. Genotyping was confirmed using the Padi3 forward (5°-
CCCTCTTTGAGGACCACAGGCTTATC-3’) and reverse (5’-GCACTCAAGAAGCAGAGGCAGGC-3’) primers,
a wild type PCR product of 369 bp and a tmla allele product of 421 bp were produced. No
randomization was used. The SEM observations of whiskers and hair coat were done in blind, by two

independent scientists.

Transglutaminase activity of TGM3

In order to compare the enzymatic activity of WT and mutant TGM3 in cell extracts of transiently
transfected HEK293T cells we adapted the transglutaminase assay described by Aufenvenne et al.
(2009).2 This assay is based on the incorporation of monodansylcadaverine into casein by
transglutaminase, which causes an augmentation of fluorescence and an emission wavelength shift.

Lysates of cells transiently transfected with WT or mutant TGM3 constructs were prepared 48 h post-
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transfection as described in the immunoblotting section. Lysates of mock-transfected cells were used
as a negative control. The translation of the target proteins was always confirmed by
immunoblotting. For the assay, the lysates were incubated for 15 min in pre-warmed assay buffer (50
mM Tris/HCI, 10 mM CaCl2, 10 mM reduced glutathione, 2.5% glycerol, 2.5% DMSO, 25 uM
monodansylcadaverine, 20 mM N,N-dimethylcasein, pH 8) at 37°C. Measurements were then made
for 10 min at 37°C using a LS55 fluorescence spectrometer (Perkin Elmer) with excitation and
emission wavelengths of 332 nm and 500 nm, respectively, and a 5.0 nm slit. The linear slopes of the
measurements from technical triplicates of samples emerging from five independent transfections
were used as a measure of the transglutaminase activity.”> The activity data were not normally
distributed (P < 0,050, Shapiro-Wilk) and analyzed by a Kruskal-Wallis test (One Way ANOVE on

Ranks) with post hoc Dunn's pairwise multiple comparisons test.

Results

Identification of mutations in PADI3, TGM3 and TCHH

In this study, we identified UHS causative mutations in three functionally related genes in a total
of 11 individuals/families (Figure 1, Table 1 and Supplemental Note: Case Reports). The first family
originated from the U.K. and had two affected and two unaffected siblings. The affected individuals
reported typical hair problems in childhood with improvement while growing older (Figure 1J); gross
and scanning electron microscopy observations were in line with an UHS phenotype (Figure 1K-L). In
order to elucidate the genetic background of UHS in this family, we performed whole exome
sequencing (WES) in both of the affected siblings. We filtered the data for novel and deleterious
homozygous or potentially compound heterozygous variants that are shared by the siblings and
identified a homozygous missense variant c.881C>T (p.Ala294Val) within PADI3 (GenBank:
NM_016233.2). The mutation co-segregated with the disease phenotype in the family (Figure 2A,
Figure S1).

Then, we Sanger sequenced PADI3 in seventeen additional cases and detected the above
mentioned mutation as well as two other recurrent missense mutations, c.335T>A (p.Leul12His) and
€.1813C>A (p.Pro605Thr), in seven other individuals/families*” % (Table 1, Figure 2B-C, and Figure
S2). We also identified an individual who carries c.881C>T (p.Ala294Val) and a nonsense mutation,
c.1732A>T (p.Lys578*), that occurred only once in our UHS cohort (Table 1, Figure 2B-C and Figure
S2). These mutations were observed either in homozygous state or in compound heterozygosity as
confirmed by parental DNA sequencing in three of the families (Figure S1). The allele frequencies of
the PADI3 substitutions from Exome Aggregation Consortium (ExAC) data are presented in Table S5.

The nonsense mutation was not observed in ExAC.
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Figure 1. Clinical appearance of UHS. (A-G) Clinical presentation of UHS. Typical signs of UHS can be observed
in (A-C) three German girls, (D) a German boy, (E) a Swiss boy, and (F-G) a Danish girl, who were included in the
study. (G) The improvement of the phenotype with aging can be observed in the Danish girl. (H) SEM image of
the Danish girl’s hair shaft showing the longitudinal groove (I) in comparison to a normal hair shaft. (J) The
improved hair phenotype at age 15 and (K-L) the SEM findings of the male sibling from the UK family. (K)
Longitudinal grooves and (I) heart-shaped cross section of hair presented (M) in comparison to the circular
cross section from a control hair shaft, are indicative of UHS. Detailed information regarding the clinical
histories can be found in the Supplemental Note; Case Reports.

Table 1. Individuals carrying PADI3, TGM3 and TCHH mutations

Country Gene Mutation Consequence d Cllnlcgl
escription
K'ih:lr;:?)i PADI3 ¢.881C>T, homozygous p.Ala294Val This study
Denmark PADI3 ¢.881C>T, homozygous p.Ala294Val 24
Germany PADI3 ¢.335T>A, homozygous p.Leul12His This study
Spain PADI3 c.881C>T, c.335T>A p.Ala294Val, p.Leul12His 25
Germany PADI3 c.881C>T, c.335T>A p.Ala294Val, p.Leul12His This study
Germany PADI3 c.881C>T, c.335T>A p.Ala294Val, p.Leul12His This study
Germany PADI3 c.881C>T, c.1813C>A p.Ala294Val, p.Pro605Thr This study
Germany PADI3 c.335T>A, c.1813C>A p.Leul12His, p.Pro605Thr This study
Switzerland PADI3 c.881C>T, c.1732A>T p.Ala294Val, p.Lys578* This study
Turkey TGM3 ¢.1351C>T, homozygous p.GIn451* 26
Germany TCHH ¢.991C>T, homozygous p.GIn331* This study
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As a next step, we performed WES in four further UHS cases with no PADI3 mutations. We
identified the nonsense mutation c.1351C>T (p.GIn451%*) in TGM3 (GenBank: NM_003245.3) in a
Turkish individual® and the nonsense mutation c.991C>T (p.GIn331*) in TCHH (GenBank:
NM_007113.3) in a German individual (Figure 2D-G; Table S5). No homozygous loss of function

mutations were observed in TGM3 or TCHH in ~60,000 sequenced individuals of the ExAC database.

PADI3, TGM3 and TCHH interplay in hair shaft formation

PADI3, a gene of the PADI family (PADI1-4 and 6), encodes the 664-amino acid peptidylarginine
deiminase type Ill (Enzyme Commission number, EC.3.5.3.15).”’ This posttranslational modification
enzyme converts positively charged L-arginine residues of proteins into neutral citrulline residues in
the presence of calcium ions. The process is called deimination or citrullination. PADI3 is mainly
detected in skin, including hair follicles where it modifies hair shaft proteins.”® *° Although the
enzyme has already been a focus of interest in hair biology, it could not be linked to any disorder
until now. TGM3 encodes transglutaminase 3, a member of the transglutaminase family
(EC.2.3.2.13), which catalyzes the calcium-dependent formation of isopeptide bonds between
glutamine and lysine residues in various proteins including the archetypal hair shaft protein
trichohyalin, encoded by TCHH. TCHH is a structural protein co-localized with PADI3 in the inner root
sheath of the hair follicle and in the medulla of the hair shaft. Deimination by PADI3 reduces the
overall charge of TCHH, and that enables its association with the keratin intermediate filaments (KIF).
Then, TCHH and KIF are crosslinked together by TGM3. KIFs are then stabilized, hardened and linked
to cornified envelopes through further crosslinking by transglutaminases, particularly by TGM3
(Figure 2H).*>** Thereby, TCHH and its sequential modifications by PADI3 and TGM3 have a very
important role in shaping and mechanical strengthening of the hair. Of note, the TCHH mutation we
identified leads to the synthesis, if any, of a very short protein, probably without any function in KIF

interaction as the KIF interacting domain would be almost entirely missing (Figure 2G).

Missense mutations in PADI3 affect the 3-D enzyme structure

We next investigated the consequences of PADI3 mutations on the corresponding proteins. The
p.Lys578* is expected to induce the synthesis of a truncated protein lacking the 87 amino acids of the
carboxy terminal, in particular the Cys646 (Figure 2C, Table S6) absolutely necessary for the enzyme
activity.”® Intriguingly, we observed that the three PADI3 amino acids substituted as a result of the
missense mutations correspond to residues that are conserved in the five human PADI proteins, and
also in the PADI3 from other species, suggesting they have an important role (Figure S3). However,
none of them is directly involved in the catalytic site or in one of the five calcium-binding sites of
PADI3 (Table S6). Nevertheless, when we analyzed the effect of the PADI3 missense mutations on the

predicted three-dimensional structure of the enzyme,™ the mutations p.Ala294Val and p.Pro605Thr
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were shown to induce clear modifications of beta-sheets and alpha-helices, in particular in the
immunoglobulin-like NH2 domains, and also around the catalytic site and the calcium-binding sites.

The effects of the p.Leul12His substitution were less drastic (Figure 3 and Figures S4, S5).

Figure 2. Mutations causing UHS and interplay of PADI3, TGM3 and TCHH. (A) The homozygous c.881C>T
(p.Ala294Val) mutation in PADI3 identified by exome sequencing in the UK siblings was verified by Sanger
sequencing. The mutation co-segregates with the UHS phenotype in the pedigree as shown in Figure S1. (B)
Electropherograms show the PADI3 mutations ¢.335T>A (p.Leul12His), ¢.1813C>A (p.Pro605Thr) and
¢.1732A>T (p.Lys578*) in comparison to the wild type sequences. (C) Schematic representation of PADI3
showing the various domains of the protein, the positions of calcium-binding sites (*), and of major amino acids
involved in the catalytic sites (v). The positions of the substitutions responsible for UHS are indicated by an
arrow. (D) Electropherograms show the homozygous TGM3 mutation c.1351C>T (p.GIn451%*) identified in the
Turkish male in comparison to the wild type sequence. (E) Schematic representation of TGM3. (F)
Electropherograms show the homozygous TCHH mutation ¢.991C>T (p.GIn331*) identified in the German
female in comparison to the wild type sequence. (G) Schematic representation of TCHH. (H) Cartoon depicting
the cascade of interactions between TCHH, PADI3 and TGM3 in hair shaft biology. In trichohyalin granules (grey
areas), TCHH appears as a dimer with a long rod-shaped domain and a globular end domain. After deimination
by PADI3, TCHH is less structured, and the granules progressively dissolved. Citrullinated-TCHH (TCHH-Cit)
interacts with keratin intermediate filaments (black lines) organizing them, and becomes a substrate for TGM3.
Cross-links of TCHH to itself (intra- or inter-chains), to keratins and between keratins and the cornified cell
envelope components are then catalyzed (green dash).
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Figure 3. Topological tridimensional models of WT and mutant PADI3. (A) Overall view of the tridimensional
solid-ribbon representation of calcium-bound WT and three mutant PADI3 models. The tridimensional solid
residues Leul12, Ala294 and Pro605, with their respective lateral chains, are reported on the proposed model
of the WT enzyme, as well as the corresponding substituted amino acids on the model of each mutant,
p.Leull2His, p.Ala294Val and p.Pro605Thr. The four amino acids involved in the catalytic site are also shown.
According to these models, the p.Ala294Val and p.Pro605Thr substitutions induce a profound disorganization
of the predicted immunoglobulin-like domains, with disappearance of several beta-sheets, and modification of
some alpha-helices of the catalytic domain, as compared to the WT. The effect of the p.Leu112His substitution
is more discrete. (B) Zoom on the major amino acids involved in the catalytic site. Its proposed structure is
clearly modified after p.Ala294Val and p.Pro605Thr substitutions. It should be noted that none of the
substituted amino acids are directly involved in this site.

Aggregation and reduced enzymatic activity of PADI3 mutants

We then cloned the wild-type WT PADI3 cDNA into a mammalian expression vector in order to
induce the translation of a C-terminally V5-tagged PADI3 protein. Mutant constructs with the three
recurrent missense mutations were generated by targeted mutagenesis. HaCaT cells were transiently
transfected (5-10% transfection efficiency) with constructs encoding for WT and mutant forms of
PADI3. Immunoblotting of cell extracts showed that all of the constructs led to translation of a
protein of about 70 kDa (Figure 4A). The subcellular location of WT and mutated proteins was

determined by immunofluorescence analyses that showed, as expected, a diffuse homogenous
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Figure 4. WT and mutant forms of PADI3 produced in HaCaT cell line. (A) Immunoblotting analysis shows the
translation of WT and mutant PADI3 in transiently transfected HaCaT cells, which were collected 48 h post-
transfection. Immunoblotting was performed with anti-V5 and anti-PADI3 antibodies. Antibody-specific bands
are indicated with an arrow and a non-specific cross-reactive band around 55 kDa is indicated with an asterisk.
Full length blot images can be seen in Figure S9. (B) Immunofluorescence analysis in HaCaT cells transiently
transfected with WT and mutant PADI3 encoding plasmids shows the homogeneous cytosolic localization of
WT PADI3 whereas the three mutant proteins are observed in the form of large aggregates. Scale bars, 10um.
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cytoplasmic distribution of the WT PADI3,?* whereas in all three mutants the proteins were observed
to form large aggregates throughout the cytoplasm (Figure 4B). To assess the enzymatic activity of
WT and mutated PADI3, we performed double immunostaining with an anti-V5 monoclonal antibody
and with human anti-citrullinated protein autoantibodies (ACPA) from individuals with rheumatoid
arthritis, these antibodies specifically detecting citrullinated proteins.’® ** While translation of the WT
PADI3 resulted in a strong labeling with the ACPA antibodies, the signal in the cells producing the
mutant proteins was barely above background (Figure 5A). We also produced the WT and mutant
PADI3 in E. coli. After incubation of the WT PADI3-containing bacterial extracts with calcium for two
hours, deiminated proteins were detected. By contrast, when the extracts containing the mutated
PADI3 were incubated for two hours, and even up to eighteen hours, no deiminated proteins were
detected (Figure 5B and Figure S6). Altogether, the results suggested that the mutated forms of

PADI3 are either not or only weakly active.

Figure 5. Consequences of PADI3 mutations on the enzyme activity. (A) Indirect immunofluorescence analysis
of transfected HaCaT cells. HaCaT cells were double labeled with anti-V5 monoclonal antibody (green) and
ACPA antibodies (red). Nuclei were labeled with DAPI (blue). Scale bars, 10 um. The WT PADI3 is clearly active
(merge image; yellow color) whereas the mutants display a low activity. (B) WT PADI3 (bacterial clones 1 and 2)
and the mutant forms, p.Leul12His (clones 7 and 8), p.Ala294Val (clones 11 and 12) and p.Pro605Thr (clones
14 and 15), produced in E. coli, were extracted in Tris-HCl buffered salt. Soluble proteins were incubated for the
indicated period of time (t; in hours) with calcium, separated by electrophoresis, transferred to membranes,
stained with Ponceau Red and immunodetected with either the anti-modified citrulline rabbit antibodies or
anti-V5 antibody. While citrullinated proteins were detected when the WT-containing extracts have been
incubated for two hours, no citrullinated proteins were detected in the mutant-containing extracts, even after
18 hours of incubation. The substituted enzymes appear to be cleaved and a V5-reactive doublet is observed.
Molecular mass markers are indicated on the right in kDa. Full length blot images can be seen in Figure S9.
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Figure 6. Padi3 gene disruption in mice. (A) Schematic representation of the Padi3 gene and the targeting
vector. The exons are shown by numbered grey rectangles. A cassette containing the beta-galactosidase (LacZ)
and neomycin (neo) genes is inserted between exons 4 and 5. This results in the production of a truncated
Padi3 protein corresponding to amino acids 1-136 fused to B-galactosidase. The position of the inserted loxP
and flippase recognition target (FRT) sites are indicated, as well as the splicing acceptor site (SA) and the
polyadenylation sites (pA) of LacZ and neo. The positions of the oligonucleotides (dashes) used for genotyping
are shown, as well as the length of the amplified PCR products in wildtype (Padi3wt) and targeted (Padi3tm1a)
alleles. (B) PCR on genomic DNA from tail biopsies of 10 mice from the same littermate (five females, 1-5, and
five males, 6-10) showing amplification of the 241 bp fragment for the Padi3wt allele and the 365 bp fragment
for the Padi3tm1a allele. (C) Representative pictures of SEM analysis of back hair coat from the three wt and
three Padi3tmla/tmla mice (7 weeks old). Most hairs of the knockout mice are rough, with an irregular surface
(white arrows). This is evident for thick hairs (top and middle micrographs), but was also observed for thin hairs
(bottom). In some cases the hairs are twisted. The boxed areas are enlarged in the middle. At least six vibrissae
and 200 hairs were analyzed per animal. Scale bar = 50 um.
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Padi3 knockout mice show whisker and hair anomalies
In order to demonstrate the importance of PADI3 in hair shaft formation and structure, we

tmla

generated Padi3 knockout mice (Figure 6A-B). Breeding mice heterozygous for the Padi3™ ° mutation
produced offspring with the three possible genotypes at the expected Mendelian ratios, showing
that absence of Padi3 is compatible with life. Grossly, the skin of 7-weeks old null mice appeared
normal. A further characterization by SEM revealed alterations in the morphology of hair coat (Figure
6C) and, less markedly, of whiskers. The surface of the lower (proximal) part of the vibrissae and the

hairs on their entire length were irregular and rough and appeared as hammered.

Nonsense mutation in TGM3 leads to reduced enzymatic activity

We cloned the WT TGM3 cDNA into a mammalian expression vector in order to induce the
translation of an N-terminally FLAG-tagged TGM3 protein. Mutant construct was generated by
targeted mutagenesis. HaCaT and HEK293T cell lines were transiently transfected with WT and
mutant TGM3 encoding constructs. WT TGM3 construct led to translation of a protein of about 70
kDa, while the nonsense mutation resulted in a truncated protein of around 40 kDa with a lower
detection level (Figure 7A and Figure S7). Immunofluorescence analysis showed that TGM3 is located
in the cytoplasm and that the truncated form is present in a dramatically lower number of cells
(Figure 7B) in accordance with the western blot results. Generally these cells had a smaller cytosolic
surface area in comparison to those producing the WT TGM3 (Figure 7B). We performed a
transglutaminase activity assay®® with HEK293T cell lysates containing WT and mutated TGM3. The
analysis results revealed that the WT had a significantly higher transglutaminase activity in
comparison to the truncated protein and the latter did not differ from the mock transfected negative

control (Figure 7C and Figure S8).
Discussion

In this study we identified disease causative mutations for UHS in PADI3, TGM3 and TCHH with
the former two genes encoding for posttranslational modification enzymes that act on the structural
hair protein trichohyalin encoded by the latter gene. Our cell culture data show that the identified
mutations in PADI3 and TGM3 lead to reduced or no enzymatic activity and the phenotype of the
Padi3 knockout mice we generated show structural alterations in the whiskers and hair coat
morphology. Our findings are also supported by the phenotype of the already existing Tgm3
knockout mice. These mice exhibit irregular, twisted whiskers and, at birth, have a wavy hair coat,
which improves four weeks after birth.>* Scanning and transmission electron microscopy analyses of
hairs from adult Tgm3'/' mice reveal alterations such as irregular torsions, deformed grooves,
abnormal cuticle and shorter KIF.>* It is also convincing that, both nonsense and missense mutations

in the Tgm3 gene are responsible for the wellhaarig mouse phenotype, named for the curly whiskers
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and wavy coat of the mutant animals.>® Based on the phenotype of the Tgm3”" mice, John et al. have
suggested that alterations in TGM3 or its substrates could be related to recessive forms of pili torti
[MIM 261900] or similar hair phenotypes, which improve with age.>* Our findings validate this
hypothesis and furthermore identify UHS as the hair phenotype related to alterations not only in
TGM3 but also in the other proteins of the TCHH-PADI3-TGM3 cascade. In some affected individuals,

TCHH would not be produced, or produced as a truncated form unable to interact with KIF; in others,

Figure 7. WT and mutant forms of TGM3 produced in HaCaT and HEK293T cell lines. (A) Immunoblotting
analysis shows the translation of WT and truncated TGM3 in transiently transfected HaCaT cells, collected
48 h post-transfection. Immunoblotting was performed with anti-Flag and anti-TGM3 antibodies. Antibody-
specific bands showing the WT (~70 kDa) and truncated TGM3 (~40 kDa) are indicated with an arrow and a
non-specific cross-reactive band around 55 kDa is indicated with an asterisk. The truncated TGM3 can only
be detected with the antibody against the Flag epitope fused to the N-terminus and not with the antibody
against the C-terminus of TGM3 as expected. Full length blot images can be seen in Figure S9.
Immunoblotting analysis with HEK293T cells is presented in Figure S7. (B) Immunofluorescence analyses in
HaCaT and HEK293T cells transiently transfected with WT and mutant TGM3 encoding constructs are
presented by images captured with 10x and 63x objectives. The analyses show clear differences in the
number of cells producing the WT and mutant TGM3 (10x images). Scale bars, 50 um and 10 um for 10x and
63x objectives, respectively. (C) Transglutaminase activity of WT and mutated TGM3 produced in HEK293T
cells. Mock transfected cell lysates were used as negative control. The transglutaminase activity,
represented by the mean slope of 10-minute long measurements from technical triplicates (given in Figure
S8), is presented as a dot plot. The enzymatic activity assay was performed with samples emerging from five
independent transfections. Horizontal lines represent the mean values (mean * SD; WT: 0.84+0.45;
p.GIn451*: 0.10+0.04; mock: 0.07+0.02). Results demonstrate that the mutated protein did not differ from
the mock transfected negative control in terms of activity and WT TGM3 had a significantly higher activity in
comparison to both (*P<0.05, Dunn’s Test).
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because of a PADI3 activity defect, TCHH would remain insoluble preventing its interaction with KIF;
in the last group, TCHH/KIF interaction would not be stabilized by TGM3-mediated crosslinks. Taken
together, this suggests that one of the particular processes in hair shaft formation that leads to UHS
when disturbed might be the interaction of TCHH and KIF. This interaction is known to be crucial for
shaping and mechanical strengthening of the hair shaft. These findings also show that the
compromise of any one of the proteins that play a role in this process would be enough to lead to the
same phenotype.

It is intriguing that, despite the defects affecting a structural component of the hair shaft, the
phenotype in UHS is commonly reported to improve with age, similar to the hair coat phenotype of
Tgm3” mice. Interestingly, improvement with age has also been observed in other hair shaft
disorders (e.g. pili annulati, pili torti). The improvement in UHS might be due to the compensatory
expression of another isoform of peptidylarginine deiminase, transglutaminase or other structural
hair shaft components. On the other hand, aging related changes in hair follicles such as increase in
diameter and length can have mechanistic influences that might account for this improvement.

TGM3 and PADI3 are strongly detected in the upper epidermis. Nevertheless, no anomalies have
been reported in the interfollicular epidermis of individuals with isolated UHS. Similarly, Tgm3'/' mice
show no obvious skin defects.* This is probably due to the fact that other isoforms of these enzyme
families are present in the epidermis, which can compensate for the loss of PADI3 and TGM3 activity,
whereas these two are the only isoforms detected in the hair cuticles and medulla.?’ 2% 3°

Up to now, both simplex and familial cases of UHS have been reported with suggested autosomal
dominant and recessive inheritance with variable levels of penetrance. In this study we consistently
observed an autosomal recessive inheritance pattern in a total of 11 familial and simplex cases.
Based on the pedigrees reported in literature, it is most likely that autosomal dominant forms of this

condition exist” 3% ¥

which might be underlined by defects in other genes involved in hair shaft
formation and maintenance related processes. It would be of interest then to investigate closely
whether differences could be observed in the phenotypes of these individuals in comparison to the
individuals who carry recessive mutations in PADI3-TCHH-TGM3 cascade.

An interesting observation was that, 5 out of 60,659 individuals in EXAC are homozygous for
€.881C>T (p.Ala294Val). UHS is a non-debilitating phenotype that resolves with age and therefore, it
is likely that these presumably affected individuals had participated in the EXAC project as "healthy"
controls. This data also indicates that UHS is a more common phenotype than estimated.

In summary, we elucidated the molecular genetic background of UHS by identifying recessive
mutations in PADI3, TCHH and TGM3. The three genes encode for proteins that play an essential role

during hair shaft formation through their sequential interactions. This finding, in combination with

the data describing the functional effects of the mutations in PADI3 and TGM3, provides valuable
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information regarding the pathophysiology of UHS. Furthermore, it contributes to a better
understanding of the protein interaction cascades in molecular histogenesis of the hair. This could be
of further value for cosmetics and pharmaceutics industries paving the way for development of novel

products.
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Supplemental Note: Case Reports

Clinical data for individuals with PADI3 mutations

The English family has also been described in the manuscript. The female sibling was referred
to the Department of Dermatology in Brigthon at the age of 11 years with a lump in her right and
left arm. The clinical and later histological diagnosis was of pilomatrixomas. At the same
appointment it was noted that she had abnormal hair. This was first noticed by the parents after
8 weeks of hair shedding in early childhood. The hair was then very slow growing, came out
easily and painlessly. Her hair was hard to brush or comb and she rarely had to have her hair
cut. Teeth and nail development was normal. The girl has recently been diagnosed as diabetic.
Her brother was examined at the age of 15 years and had white brittle nails. His hair when long
was described as being like sheeps wool which had improved with age (Figure 1J). The hair had a
spangly appearance. The features of the hair shaft observed by electron microscopy were
diagnostic of uncombable hair with longitudinal running ridges (Figure 1K), some twisting and
triangular or heart shaped cross sections (Figure 1L).

A 3-year old Danish girl was referred for evaluation of abnormal hair (Figure 1F). Besides hair
shaft anomaly she was otherwise healthy. From birth she had sparse hair until the age of 1.5
years, when the parents noted her dry and unruly hair which could not be properly combed. It
was also noted that she could never grow her hair long. Hair microscopy showed hair shaft
anomalies with pilli canaliculi et trianguli. When she was 4 years old biotin therapy 5 mg daily was
given for 6 months, which apparently improved the hair texture. Today the girl is 8 years old, and
overall there has been also a spontaneous improvement of the condition (Figure 1G). This
clinical signs of this girl have been described in detail elsewhere.*

A German boy was seen at the age of 3 and 8 years with unimproved wiry hair. The blond,
lusterless hair was closely cropped and irregularly stuck out from the scalp growing in lots of
different directions. Of interest, the hair originating from a congenital melanocytic nevus of 2.5 x
1.5 cm size at the right temporal side of the scalp was not only darker but also appeared
structurally normal without any signs of uncombability (Figure 1D).

An 18-month old Swiss boy was referred to the Department of Dermatology in Zurich for the
evaluation of abnormal hair. From early infancy the parents noted dry, unruly and slow growing
hair which did not maintain its shape after styling. Apart from mild obstipation he was otherwise
well. No one else in the family hat any similar hair problems. On examination the boy's entire
scalp was observed to be covered with brown, dry, frizzy hair that projected outward and resisted

any attempt to flatten it. On hair shaft microscopy longitudinal grooving and triangular cross
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sections were observed, consistent with pili canaliculi et trianguli. Today the boy is nearly 6 years
old, and there is an improvement in the hair phenotype (Figure 1E).

A Spanish girl was seen at the age of 4 years for ‘funny looking’ hair. Clinical examination
revealed normal brown light hair without any clear alteration on eyelashes nor eyebrows.
Teeth and nails are normal. Under the scanning and optical microscope typical finding of pili
canaliculi were seen. This clinical signs of this girl have been described in detail elsewhere.’

The scalp hair of a German girl was normal at birth and started to grow curly and badly
combable from the age of 3 months. Hair growth was claimed to be decelerated by the mother.
On clinical examination at the age of 3.5 years her shoulder-length light hair appeared dry and
stood out in all directions. Hair density was not reduced, and no other abnormalities could be
identified (no picture available).

Another German girl presented with very fair, uncombable hair at the age of 6 years (Figure
1B). Physical examination was within normal ranges. Until the age of 15 years the structure of
the hair remained unchanged.

Another German girl was examined at the age of 4 years because of uncombable hair from
infancy on (Figure 1A). Short hairstyles were preferred until spontaneous improvement occurred
at the age of 10-11 years, when scalp hair gradually became more flat and easier to manage.
Today, at the age of 25 years, few untamable hairs are left over in the frontal area which are
straightened with hair gel.

A little German girl presented with normal hair at birth; soon after birth, the regrowing hair
was noticeable, and UHS syndrome was diagnosed (Figure 1C). Nowadays, at the age of 10 years,
the girl has long pretty hair that is well combable. There are no other abnormalities, a sibling

has normal hair. No other individual in this family has abnormal hair structure.

Clinical data for the individual with the TGM3 mutation

The clinical signs of this young men have recently been described elsewhere.?

Clinical data for the individual with the TCHH mutation

The German girl with the TCHH mutation came to the clinics at the age of 19 years
complaining that her hair grows too slowly being otherwise healthy. Since her childhood, she
haid brittle, curly hair, which was barely combable. These symptoms improved until her 14th

year of life.
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Supplemental figures

Figure S1. Co-segregation of the disease-causing mutations in pedigrees. (A) Discovery pedigree from the UK
with two affected and two unaffected siblings. (B) Danish family with an affected daughter. (C) Spanish family
showing compound heterozygosity for the mutations p.Leul12His and p.Ala294Val in the affected daughter.
(D) Swiss family showing compound heterozygosity for the mutations p.Ala294Val and p.Lys578* in the
affected son. DNA was not available from the healthy father and siblings. WT, wild type.

Figure S2. Cartoons depicting the positions of the mutations in PADI3, TGM3 and TCHH. The start/end
positions of the genes are based on hgl9. Direction of transcription is depicted with the arrow heads. Squares
indicate individuals carrying the respective mutation. Red squares denote homozygotes. Black squares denote
individuals carrying p.Leul12His and p.Ala294Val, grey square denotes the individual carrying p.Ala294Val and
p.Pro605Thr, grey square with a black frame denotes the individual carrying p.Leul12His and p.Pro605Thr, and
white square denotes the individual carrying p.Ala294Val and p.Lys578*.
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CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

SP|IQY9ULWS | PADI3 HUMAN MSLQRIVRVSLEHPTSAVCVAGVETLVDIYGSVPEGTEMFEVYGTPGVDIYISPNMERGR &
SP|IQ9Z21584 | PADI3 MOUSE MSLQRIVRVSLEHPTSAVCVAGVETIVDIYGAVPEGTDMFEVYGTPGVDIYVSPSMERSR ©
SPIOO:S49IPADI3:SHEEP MSLORIVRVSLEHPTSAVCVAGVETLVDVYGSVPEGTEMFEVYGTPGVDVYICPSVERDR €0
TR|G3VERG | G3VER6 SARHA MSLQRIVRVSLEHPTSAVCVAGVETLVDIYGSVPEGTETFEVYGTPGVDIYISPNMEASR €
TR|IEZRG691 |EZR69]1 CANFA MSPQRIVRVSLEHPTSAVCVAGVETLVDIYGSVPEGTEMFEVYGTPGVDVYISPSMERGR €
TR|FINP3%|FINP39 CHICK MAQQRRVQLCTQRPTSTVCVLGTELSLDIQGSAPRDAIAFHVQGTPGVRVYVVHETQSVK €

* .. . .

d . kk ko . cekkhk . kokdk kK R d ok kkkokk .k

SPIQYULWS | PADI3_HUMAN ERADTRRWRFDATLEIIVVMNSPSNDLNDSHVQISYHSSHEPLPLAYAVLYLTCV---DI 117
SP|IQY9Z184 |PADI3 MOUSE ERADTRRWCFNRKGLEIIVIMNSPSNDLNDSHVQIAYHSSREEHLPLAYAVLYLTCV---DI 117
SP|00Z2849|PADI3_SHEEP ERAVARRWHFDMGSQIVVVMNSPSNVNDTVTFKFPTIPAETPRPLAYAVLYLTCV---DI 117
TR|G3VERC | G3VERO_SARHA ERADTRRWHFNRGLEIIVVMNSPSNDVNDSHVQISYHSRREPLALAYAVLYLTCVEWTDI 120
TR|EZR691 |EZR69]1 CANFA ERADTRRWHFDNGLEIIVVMNSPSNDLNDSHVQISYHSSHEPLPLAYAVLYLTCV---DI 117

TR|FINP3%|FINP39 CHICK LPSSVTRWPLATGTEVLLTMEATSKDVGDEKVRISYFGEASGVPVGRAMLYLTCV-—-DI 117
*k . caex kae ks .- doe ok ko * %
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SP|QOULWS | PADI3 HUMAN
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SP|QYULWS | PADI3_HUMAN PDLVNMLVLGKHLGIPKPFGPIINGCCCLEEEVRSLLEPLGLHCTFIDDFTPYHMLHGEV €44
SP|Q9Z184|PADI3_MOUSE PDLVNMLVLGKHLGIPKPFGPIINGRCCL VRSLLEPLGLHCTFIDDFTPYHMLHGEV 644
SPI002649|PADI3_SHEEFP PDLVNMLVLGKHLGIPKPFGPVINGRCCLEERKVRSLLEPLGLRCTFIDDFTEYHMLHGEV 644
TE.| G3VER6 | G3VER6_SARHA PDLVNMLVLGRHLGIPKPFGPIINGRCCLEERVRSLLEPLGLQCNFIDDFTPYHMLHGEV €47
TRIEZRE691 |E2RES]1 CANFA PDLVNMLVLGKHLGIPKPFGPIINGQCCLEERKVRSLLEPLGLHCTFIDDFTEYHMLHGEV 644
TE|FINP39|FINP39% CHICK PDMVNMLVLGRHLGIPKPFGPLVDGQCCLEERVRALLQPLGLSCTFINDYFSYHKLAGEV 652
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Figure S3. Sequence alignments for PADI3. When we assessed evolutionary conservation of the three
substituted amino acids, we found that all of them were located. (A) at well-conserved positions across
various human PADIs and (B) across PADI3 from distinct species, thus suggesting that these mutations may
alter the protein function. (A) The sequences of human PADI3 and paralogous genes (GenBank accession
numbers AB033768, AB03176, AB026831, AB017919 and AY422079) were aligned using MultAlin.4 Amino
acids conserved at 90% and 50% are indicated in red and blue, respectively. The three mutated amino acids of
PADI3 are surrounded. (B) Primary sequences of human PADI3 and Padi3 from other species (chicken, mouse,
sheep, dog (CANFA) and Tasmanian devil (SAHRA) were aligned using Clustal Omega (European Molecular
Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute). The three mutated amino acids of PADI3 are depicted in
red.

Figure S4. Topological tridimensional models of WT and mutant PADI3. Localization of the 4 major amino
acids involved in the catalytic sites and of the 3 amino acids involved in the UHS missense mutations. Overall
view of the tridimensional solid ribbon representation of calcium-bound PADI3 models, including WT and three
missense mutants. Residues Leul12, Ala294 and Pro605 are reported on the model of the (A) WT enzyme, as
well as the corresponding substituted amino acids on the structure of the three mutants (B) p.Leul12His, (C)
p.Ala294Val and (D) p.Pro605Thr. (A-D) The four major amino acids involved in the catalytic site are also
shown. According to these models, the (C) p.Ala294Val and (D) p.Pro605Thr substitutions induce a profound
disorganization of the immunoglobulin-likes domains, with clear disappearance of several beta-sheets, and
disruption of some alpha-helices in the catalytic domain, as compared to the WT. Effects of the (B) p.Leu112His
substitution are more discrete.
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Figure S5.Topological tridimensional models of WT and mutant PADI3 : Predicted calcium binding sites. Zoom
on the amino acids involved in the five calcium-binding sites (1-5). As previously published,5 these amino acids
(Table S2) were defined by analogy, after a multiple alignment, to the residues of the five calcium binding sites
of PADI4 [MIM 605347].6 None of the substituted amino acids are directly involved in calcium binding.
Nevertheless, the predicted models of p.Ala294Val and p.Pro605Thr mutants show clear spatial modifications
of, at least, the calcium-binding sites 2-5.
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Figure S6. Absence of activity of mutant PADI3 produced in bacteria. Extracts of E. coli producing WT PADI3
were diluted either four (3’ and 4’) or eight times (3” and 4”) in order to adjust the amounts of PADI3, as
compared to undiluted extracts containing the mutant enzymes, p.Leul12His (clones 7 and 8), p.Ala294Val
(clones 11 and 12) and p.Pro605Thr (clones 14 and 15). The extracts were then incubated for 18 hours with
calcium, as indicated. After incubations, proteins were immunodetected with either the anti-V5 antibody or
anti-modified citrulline antibodies. While citrullinated proteins were detected in the WT-containing extracts, no
citrullinated proteins were detected in the mutant-containing extracts. Molecular mass markers are indicated
on the right in kDa.

Figure S7. Immunoblotting of HEK293T extracts producing WT and mutant TGM3. Immunoblotting analysis
shows the detection of WT and truncated TGM3 in transiently transfected HEK293T cells, which were collected
48 h post-transfection. Cell extracts from independent transfections (1-5), were concurrently immunoblotted
(1-3, 4-5) with an anti-Flag antibody. Antibody- specific bands showing the WT (~70 kDa) and truncated TGM3
(~40 kDa) are indicated with an arrow and a non-specific cross-reactive band around 55 kDa is indicated with
an asterisk. A persistent lower detection level was observed for the mutated protein in comparison to the WT
TGM3. Relative protein quantification was performed using Stain-Free technology that is based on
normalization by the total lane protein content (Bio-Rad Laboratories).
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Figure S8. Transglutaminase activity of TGM3 produced in HEK293T cells. Fluorescence intensity
augmentation by incorporation of monodansylcadaverine into casein. Measurements from five independent
transfections are presented in rows. Three technical replicates for each sample are depicted with color-coded
lines. Linear slopes of the measurements represent the transglutaminase activity.
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Figure S9. Full-length gel and blot images from the main figures. Full-length images of the blots/gels in (A)
Figure 4A, (B) Figure 7A, (C) Figure 5B, (D) Figure S6 and (E) Figure S

200



RESULTATS EXPERIMENTAUX — Article n°3

Supplemental tables

Table S1. Primers used for sequencing of PADI3

Amplicon Forward (5’-3’) Reverse (5°-3’)
PADI3_Ex1 CTGAGCTCTCAGCTCTGGGA TCTTCTACCTGGCTCAGCC
PADI3 Ex 2 GCTTGACTCGCAGGAGCTTA TCTGTAACTTGCAGAGCTGG
PADI3 Ex 3 GGCACAGAGGAGGTTAAAGAA TCCATTTGTGGAGGCTTAGC
PADI3_Ex 4 CCTCTTGGATGGTGTCTCCTT AGTCCAGAAGGTCTTGATCCC
PADI3 Ex 5 GCCATTGACATGTCTTGAGAA AGCATCGAGGTGTGTCTGG
PADI3 Ex 6 CAGCTGGCTATGCCACACT TTCTGACTGTTCTTACTGCG
TGATCATGGCTCACTGCAAC
PADI3_Ex 7 CCACTGTGTATTACCTGTCCT TAGGTGTACACCACTATACGH
PADI3_Ex 8/9 GGTTCATTTCCATCTTGCAGA TGTTGAATCCAGGATCAGC
PADI3 Ex 10 CTGACCTGGGCACATTTATG TTTAGGGCTGCCAGATTCAG
PADI3_Ex 11 CTCAGGCTCCATGTCCGAT AATGATCTCTTAGGTCTCTGC
AGATTTTCCTGGATGGTGGG
PADI3_Ex 12/13 GCAGGAATGCTAAACTCTTGT AGTCCATGTCCACCTTCTATC
PADI3 Ex 14/15 GGCTGCTGACTCGGCAAGA TCCCAGCTGATGCCATGTGC
PADI3 Ex 16 CCAGAGTGAGTTCTGCGGAT AAGTCTGAGAACCACATGGG

Primer pairs are used both for amplicon generation and Sanger sequencing reactions. *Additional primers
were used for the cycle sequencing reaction in order to cover the whole region.

Table S2. Primers used for sequencing of TGM3

Amplicon Forward (5'-3") Reverse (5'-3’)
GATGTCCAGCTGCACTGAACA
TGM3_Ex 1 AGGCAATCCTTGGCAGCCTG AAGGCAGGCAGCTGTCCTGG*
TGM3_Ex 2 AGGATGCACAGAGGTTCAGC AGAGATGGACAGCAACTTGC
TGCTTAAGTGTCAGAGCTCC
TGM3 Ex 3 GTTGTATTGGAACCTGGTCT TAGGCCAGGGCTGAGAGTGTG*
TGM3_Ex 4 AAGCAGCTGTCTGAGTGTGG ACACTAAGGAAGTGTCATCGC
TGM3_Ex 5 TCAGTAGCTCTCAGTTCCAG TACTCACTGTGTGCCTCAGG
AGACTAGCAGACCGCAGAGC
TGM3_Ex 6/7 ACTGTGACAGCAGTGATAGCC GTGAGAGCGAGAAGCCACTCA*
TGM3_Ex 8 ACTCACTCGATGCATGTTGTC AGGCTCTGTGCAGCAACAGTG
TGM3_Ex 9 TTGCAGTGGTCCTGGAAGGC AGGCAGAACTGGCTGCCAGTG
TGM3_Ex 10 TCCGGTTAAGACAGGCGAGC TGTGCCATAGCTATGAACTGC
TGM3_Ex 11 TGGCCCAAGGAGGGCTCAGTC TGGGAGAGCTGTGGCTCACAG
TGM3 Ex 12 AGCACAGGATAATGTCCTGG AGATTCTAGAGTTCCAAGACC
TGM3_Ex 13 AACAGGACAGGAGGTCACAG TCCATGGTGAGCTCTCCCTG

Primer pairs are used both for amplicon generation and Sanger sequencing reactions. *Additional primers
were used for the cycle sequencing reaction in order to cover the whole region.

201




RESULTATS EXPERIMENTAUX — Article n°3

Table S3. Primers used for sequencing of TCHH

Sequence (5-3)

TCHH_EX 2F TCHH_EX 2R

GGTGGAGAGCTGGAAGAAAGACA
TGGGGGATGTAGTGTAGACCTGTT

TCHH_EX 3F TCHH_EX 3R

TGAGCTCTTCATGGGACATTACCACA
TGCACTTTCCACAAGATGGGTCA

TCHH_SF1 GCTCTGAATGTCTCTTGAATGTCA
TCHH_SF2 CAAAGGCAAGAATGGCAAGAA
TCHH_SF5 CTAGCTGAGGAGGAGCAGGAACA
TCHH_SF6 GTGGCAACTAGAAGAAGAAAGGA
TCHH_SF8 CAAAGGCAGAGAGAATGAACAGTT
TCHH_SF16 CAGCAGCGGGAACAACGGTTTCT
TCHH_SF20 CGAACAGGAACTGCGCAGTCAGGA
TCHH_SF23 GAGCAGCTGCTGAGAGAGGAACA
TCHH_SEQ1F TGGAGCGGCAAGAGCTGAG
TCHH_SEQ3F TCGGAAGGATAAGAAGCTG
TCHH_SEQ5F AGAGTCGTCGTGAGGAACAAG
TCHH_ EX3.2F CGCAGGCAGAAGAGGCAGGAA
TCHH_ EX3.3F GCGGTTGAGGAGCGAGCAAC
TCHH_ EX3.4F CCAGCAGCGGGAACAACGGT
TCHH_ EX3.5F GCGGGAGAGGCAGTATCGGG
TCHH_ EX3.6F CAGCGCGACAGGCATTTCC
TCHH_ EX3.7F CAACAGCTGCGTCACGACCG

TCHH_ EX3.1R

CTGTCTTGCCGCTCTCGCCT

TCHH_ EX3.3R

CTTGGCGTACAGCGTGTGGC

TCHH_ EX3.4R

TGTCGCGCAGCTGGGAATCT

TCHH_SR2 TCCTTTCTTCTTCTAGTTGCCAC
TCHH_SR3 CAGCTTCTTATCCTTCCGA
TCHH_SR4 AACTGTTCATTCTCTCTGCCTTTG
TCHH_SR5 CTTGTTCCTCACGACGACTCT
TCHH_SR9 GACGGAGCTGCTCTTCCTCTAGGAT
TCHH_SR10 CCAGCGATACTTTCCGTCACGCTGTT
TCHH_SR11 GAGGAAGAACAGCTGGAGCGAGA

Primer pairs used for amplicon generation are given in bold and primers used for cycle sequencing reactions

are given in italic. Presence of TCHH mutations in the coding sequence in screened individuals could not be

entirely excluded as overlapping and/or individual regions could not be sequenced in different individuals

due to technical limitations arising from the repetitive regions

Table S4. Primers used for cloning and mutagenesis

p.Pro605Thr

Construct Primers
PADI3 WT PADI3WT-F: 5 ACCATGTCGCTGCAGAGAATCGTG 3"

PADI3-WT-R: 5 GGGCACCATGTTCCACCAC 3’
PADI3 PADI3-Mut-p.L112H-F:5 CCTATGCGGTGCTCTACCACACCTGTGTTGACATCTC 3'
p.Leul12His PADI3-Mut-p.L112H-R: 5' GAGATGTCAACACAGGTGTGGTAGAGCACCGCATAGG 3'
PADI3 PADI3-Mut-p.A294V-F: 5 GTGGTGTTCCGAGTGGTACCCTGGATCATGACG 3'
p.Ala294Val PADI3-Mut-p.A294V-R: 5 CGTCATGATCCAGGGTACCACTCGGAACACCAC 3’
PADI3

PADI3-Mut-p.P605T-F: 5° CCCCAAGCCCTTTGGGACCATCATCAATGGCTG 3’
PADI3-Mut-p.P605T-R: 5° CAGCCATTGATGATGGTCCCAAAGGGCTTGGGG 3

TGM3 WT

TGM3-WT-F: 5’ACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGCCAGGACCAATGGCTGCT
CTAGGAGTCC 3’
TGM3-WT-R: 5 TCATTCGGCTACATCGATG 3’

TGM3 p.GIn451*

TGM3-Mut-p.Q451*-F: 5 GCTCTGACCAGGAAAGATAAGTGTTCCAAAAGGCT 3
TGM3-Mut-p.Q451*-R: 5' AGCCTTTTGGAACACTTATCTTTCCTGGTCAGAGC 3’

The N-terminal flag tag sequence fused to TGM3 is given in italic. The locations of the mutations are given in

bold in the respective mutagenesis primers. WT; wild type; Mut, mutant; F; forward; R; reverse.
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Table S5. PADI3, TGM3 and TCHH mutations in EXAC database

it | o | comemce | 2108 | ot oo [ svon
15(1571523523 4&;)A PADI3 | pleull2His | 459 | 111360 0 0.004122
15(%3213;33@;; PADI3 | p.Ala294val 809 | 121318 5 0.006668
15(12?22322728’)/* PADI3 | p.Pro605Thr 51 | 113490 0 0.0004494
11%552200814&?02457; Al tcHHs | p.cin3atr 43 | 112892 0 0.0003809

®Variants are annotated by genomic location based on hg19, nucleotide substitution and their dbSNP IDs.*

None of the sequenced individuals in EXAC database carry a loss of function mutation in homozygous state

in these genes.

Table S6. Amino acid residues and positions# involved in the 5 calcium binding sites and the catalytic site

of PADI3

Calcium binding sites

Residue-position

1 GIn-349 / Glu-353 / Phe-407 / Leu-410 / Glu-411

2 Glu-351 / Asp-369 / Ser-370 / Asn-373

3 Asn-153 / Asp-155 / Asp-157 / Asp-165 / Asp-176 / Asp-179
4 Asp-155 / Asp-157 / Asp-179 / Asp-388

5 Asp-165 / Asp-168 / His-170

Catalytic site*

Asp-350 / His-470 / Asp-472 | Cys-646

*Positions of calcium-coordinating and catalytic site residues are reported according to the PADI3 primary

sequence (GenBank accession number AB026831) after a multiple alighment, as previously described.’ They

have been defined by analogy to the analysis of PADI4 crystal structure analysis.6 *The 4 major amino acids

of the catalytic site are mentioned.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Afin de démontrer I'importance de la désimination dans ’lhoméostasie épidermique et le follicule
pileux, plusieurs approches ont été employées au cours de ma these.

Dans les deux premiéres études que j'ai menées, correspondant aux , j’ai utilisé des
épidermes reconstruits humains (ERHs), produits in vitro a partir de kératinocytes primaires isolés de
plasties abdominales humaines. Ce type de modele, de plus en plus utilisé, permet de travailler sur
des cellules humaines, dans un contexte proche de celui que I'on trouve in vivo. Les ERHs présentent
en effet les quatre couches cellulaires de I'épiderme (couche basale a couche cornée) avec une
expression des marqueurs de la différenciation semblable a celle de I'épiderme, et constituent donc
un puissant outil pour I'étude de ’lhoméostasie et de la différenciation épidermique humaine, en
comparaison aux cultures de kératinocytes en monocouche, dans lesquelles I'induction de la
différenciation est limitée par le fait que les cellules sont immergées.

Dans ma premiere étude, I'utilisation d’ERHs m’a permis de tester I'influence du taux d’humidité
ambiante sur la fonction de barriere épidermique et sur la protéolyse de la FLG, et d’ainsi mettre en
exergue le role essentiel que joue la désimination dans ce processus. Les ERHs m’ont permis de
confirmer, dans un modeéle humain, des résultats obtenus avec des modeles murins dans les années
1980 a 2000; et cette étude n’aurait évidemment pas été réalisable avec des cultures de
kératinocytes en monocouche.

Pour le second axe de mon projet, le Cl-amidine, un inhibiteur spécifique des PADs, a été utilisé
dans les ERHs. Comme discuté en introduction , ce composé constitue un outil
précieux pour I'étude du réle des PADs. Il m’a ici permis de mettre en évidence un réle potentiel de
la désimination dans les processus autophagiques qui ont récemment été impliqués dans le
programme complexe responsable de la différenciation terminale de I'épiderme.

Enfin, le troisieme projet auquel j'ai participé correspond a une étude de cas cliniques dont
I'objectif était d’identifier les mutations génétiques responsables d’'une maladie du cheveu, le
syndrome des cheveux incoiffables . Les conséquences fonctionnelles des mutations
identifiées sur les génes PADI3 et TGM3 ont notamment été analysées via des mesures d’activité des
formes sauvages et mutées des enzymes correspondantes, produites par mutagénese dirigée, et via
la modélisation in silico des structures tridimensionnelles des PAD3 sauvage et mutées. En plus de
contribuer a la compréhension de la maladie, cette étude collaborative a permis de démontrer le réle
de ces deux enzymes dans le métabolisme de la TCHH, troisieme cible des mutations identifiées dans

ce travail.
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I. ROLE MAJEUR DE LA DESIMINATION DANS LE CONTROLE DU METABOLISME DE
LA FILAGGRINE PAR LE TAUX D’'HUMIDITE AMBIANTE

Scott et Harding en 1986, puis I'’équipe de Denda dans les années 2000, ont montré dans des
modeles murins que le taux d’humidité ambiante a une influence certaine sur la fonction de barriere
de I'épiderme, et en particulier sur le métabolisme de la Flg

. Par ailleurs, Akiyama et Senshu ont également montré
dans I'épiderme de souris nouveau-nées que le déclenchement de la protéolyse de la Flg a lieu
quelques heures apres la naissance et qu’il est accompagné d’une augmentation du taux de
protéines citrullinées au niveau de la couche cornée

Je me suis donc demandé si une telle régulation de la protéolyse de la FLG et de la désimination
par le taux d’humidité ambiante existe aussi dans |'épiderme humain, et s’il y a un lien de cause a
effet entre ces deux phénomeénes. Pour répondre a cette question, des ERHs, produits dans une

atmosphere humide ou séche (humidité relative >95% versus 30-50%), ont été comparés.

A. Influence du taux d’humidité ambiante sur la fonction de barriére de I'épiderme

humain

L'analyse comparative que jai menée m’a permis de démontrer que les variations d’humidité
ambiante peuvent engendrer d’'importants changements des propriétés structurales, biochimiques et
fonctionnelles de I'épiderme humain . En particulier, la couche cornée des ERHs produits
en condition séche est composée d’un plus grand nombre d’assises de cornéocytes (environ 2 fois
plus) que celle des ERHs produits en condition humide. Elle est ainsi plus épaisse. De plus, lorsque les
ERHs sont produits en condition seche, ils présentent une perte en eau trans-épidermique réduite et
contiennent une quantité de PCA (dérivé de glutamine hautement hygroscopique composant le FNH)
plus élevée. Ces données sont en accord avec celles obtenues par Denda et al. en 1998. Une
hyperkératose (épaississement de la couche cornée) et une diminution de la perte en eau trans-
épidermique ont été observées dans |'épiderme de souris hairless maintenues pendant deux
semaines dans un environnement trés sec (<10 % d’humidité relative). De plus, une augmentation de
la quantité de lipides de la couche cornée, associée a une augmentation du nombre et de la sécrétion
des corps lamellaires, a été rapportée par ces mémes auteurs . J’ai moi-méme
observé dans mon modele une augmentation du nombre de corps lamellaires, en particulier au
niveau de la seconde assise de la couche granuleuse en partant de la couche cornée (données non

illustrées). Une étude récente rapporte également un épaississement de la couche cornée dans des
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ERHs produits a 50% d’humidité relative, par rapport aux ERHs produits dans une atmospheére
saturée en humidité. Une normalisation de I‘aspect ultrastructural des lamellae lipidiques
intercornéocytaires a aussi été observée, celui-ci se rapprochant de celui observé dans I'épiderme
humain normal

Par ailleurs, les analyses moléculaires de ce travail de thése ont révélé, de maniére originale, que
les quantités de loricrine et d’involucrine, deux composants majoritaires de I'enveloppe cornée,
détectées en western blot sont inversement modifiées entre conditions humide et seche. En effet, la
quantité de loricrine diminue en condition seéche alors que celle de I'involucrine augmente. En outre,
I’'expression de la TGase 5, une des enzymes clés impliquées dans la formation de I’enveloppe
cornée, ainsi que le nombre d’assises cellulaires présentant une activité Tgase, sont augmentés en
condition séche. Ceci répond tout d’abord au besoin de produire plus de cornéocytes et, de plus,
suggere que la composition des enveloppes cornées est modifiée dans le but de s’adapter au taux
d’humidité ambiante plus faible. En lien avec cette hypothése, Sun et al. ont rapporté une
augmentation de I'épaisseur de I'enveloppe cornée dans les ERHs produits a 50% d’humidité relative
(8,6 0,7 nmversus 11,1 +1,1 nm; ).

Enfin, il est particulierement intéressant de noter que les ERHs que j'ai utilisés sont composés
uniquement de kératinocytes. Les résultats que j’ai obtenus démontrent donc la capacité intrinseque
des kératinocytes épidermiques humains a s’adapter aux variations d’humidité ambiante. En
modulant leur programme de différenciation, les kératinocytes sont ainsi capables a eux seuls de
réagir au stress induit par la sécheresse de I'atmosphére, et d’ainsi renforcer I'efficacité de la barriére

épidermique afin de limiter les déperditions en eau

B. Influence du taux d’humidité ambiante sur le métabolisme de la FLG humaine

Mon travail de thése a également permis de démontrer pour la premiére fois que le taux
d’humidité ambiante contréle la synthese et la protéolyse de la FLG chez 'lhomme. En effet, une
augmentation de la densité des granules de kératohyaline, associée a une augmentation du taux
d’ARNm de FLG, a été mesurée dans les ERHs produits en condition seche. La synthese de la FLG
(proFLG) est donc accrue lors d’'une exposition de I'épiderme humain a un environnement sec. Ces
résultats sont en accord avec les données précédemment observées dans |'épiderme de souris
hairless, qui présente aussi une augmentation de la quantité de granules de kératohyaline lorsque les
souris sont maintenues dans une atmosphére trés seche

De plus, la détection de la proFLG en immunofluorescence indirecte est nettement accrue au
niveau de la couche granuleuse des ERHs produits en condition séche, ce qui est en accord avec

I"augmentation de la densité des granules de kératohyaline et du taux d’ARNm de FLG. Par contre, le
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marquage de la couche cornée, correspondant aux monomeres de FLG, diminue drastiquement. En
accord avec cela, la détection des monomeres de FLG en western blot est également fortement
diminuée. De plus, les concentrations en UCA et PCA, deux dérivés d’acides aminés composant le
FNH et générés suite a la protéolyse du monomeére de FLG, sont en paralléle nettement augmentées.
Ceci prouve donc pour la premiere fois que la synthese de la FLG humaine et sa protéolyse compléte
sont activement stimulées lorsque I'épiderme humain est confronté a une atmosphere séche. Tout
tend a « produire plus pour consommer plus ».

Des observations similaires ont été faites antérieurement chez des rongeurs. Par exemple, durant
les étapes tardives du développement foetal du rat, la Flg est produite et s’accumule sur toute
I’épaisseur de la couche cornée . Quasi-immédiatement aprés la naissance, la
protéolyse de la Flg est mise en place dans la couche cornée. Parallelement la détection de la proFlg
augmente fortement au niveau de la couche granuleuse, suggérant que la synthése de proFlg est
accrue . Par contre, si les rats nouveau-nés sont
maintenus dans un environnement saturé en vapeur d’eau, I'activation de la synthése de proFlg et de
la protéolyse de la Flg est bloquée . De plus,
I'occlusion de la surface de la peau de rats adultes avec un film imperméable, mimant une humidité

de 100%, empéche également la protéolyse normale de la Flg

Figure 64 : Effet de ’lhumidité ambiante sur la protéolyse de la filaggrine dans I’épiderme de rat durant les
heures suivant la naissance. (A) Immunodétection de la (pro)Flg sur cryocoupes de peau de rats nouveau-nés
transférés dans les 10 minutes suivant la naissance dans une chambre a 37°C, contenant une atmosphére soit a
humidité ambiante (40-60% d’humidité relative, D) soit saturée en vapeur d’eau (W). Pre-immune : sérum
controle pré-immun purifié. 0: épiderme de rat prélevé immédiatement apres la naissance. 3D, 24D:
épidermes de rats maintenus a humidité ambiante prélevés 3 et 24 heures aprés la naissance. 3W, 24W :
épidermes de rats maintenus dans une atmosphére saturée en vapeur d’eau prélevés 3 et 24 heures apres la
naissance. Barre d’échelle = 30 um. (B) Des ratons nés par césarienne a 21 jours de gestation ont été
directement placées dans une chambre a 37°C contenant une atmosphére soit a humidité ambiante (40-60%
d’humidité relative, symboles vides) soit saturée en vapeur d’eau (symboles pleins). Les animaux ont été
sacrifiés 0, 3 et 6 h aprés la naissance et des extraits de protéines totales et d’acides aminés libres de leur
épiderme ont été préparés. Les quantités de monomeres de Flg et kératines ont été estimées apres analyse des
protéines totales par SDS-PAGE, coloration au bleu de Coomassie et mesure de lintensité des bandes
correspondantes par densitométrie.
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Cependant, certains résultats obtenus chez la souris hairless par I'équipe de Denda semblent en
désaccord avec les données précédentes. Lorsque des souris hairless adultes sont transférées d’un
environnement présentant une humidité normale (40-70% d’humidité relative) ou élevée (>80 %
d’humidité relative) a un environnement trés sec (<10% d’humidité relative), la détection de la
(pro)Flg ainsi que la quantité d’acides aminés libres produits diminuent fortement dans les premiéres
24 heures apres le transfert . Pour les souris provenant de I’'environnement
normal, les quantités de (pro)Flg et d’acides aminés libres reviennent a un niveau normal apres
quelques jours passés dans l'environnement sec. Par contre, pour les souris provenant de
I’environnement humide, les quantités de (pro)Flg et d’acides aminés libres restent faibles, méme 7
jours apres le transfert . Ces observations suggerent donc que
quelques jours sont nécessaires a ce que la synthése et la protéolyse de la Flg soient rééquilibrées
lors d’'une diminution de I'humidité ambiante. Cependant, si cette diminution est trop abrupte (>80
% d’humidité relative vers <10% d’humidité relative), il semble que les kératinocytes n’arrivent plus a
adapter le métabolisme de la Flg, méme au bout d’une semaine. On peut donc supposer que, lors
d’une chute trop drastique de I'humidité ambiante, soit les kératinocytes ne sont plus aptes a

s’adapter, soit le délai d’adaptation est prolongé, plusieurs semaines étant alors nécessaires.

Figure 65 : Effet d’une diminution abrupte de 'humidité ambiante sur la protéolyse de la filaggrine dans
I’épiderme de souris hairless. Des souris hairless, préalablement maintenues pendant deux semaines dans un
environnement a 23-25°C présentant soit une humidité normale (40-70% d’humidité relative ; noté Normal)
soit élevée (>80 % d’humidité relative ; noté Humide), ont été transférées dans un environnement tres sec
(<10% d’humidité relative ; noté sec). (A) Immunodétection de la (pro)Flg sur coupes de peau de souris
sacrifiées 0, 1, 3 et jours aprés le transfert. (B) Dosage de la concentration en acides aminés libres de la couche
cornée des souris, prélevée par délaminage au ruban adhésif 0, 1, 3 et 7 jours aprés le transfert.
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Quoi gu'’il en soit, I'ensemble de ces données démontre que la synthése et la protéolyse de la FLG
constituent un processus adaptatif du kératinocyte, controlé par le taux d’humidité ambiante aussi

bien dans I'épiderme humain que murin.

C. Influence du taux d’humidité ambiante sur la désimination dans I’épiderme humain

Dans les ERHs produits en atmosphere séche, j’ai montré que la quantité de PAD1 est augmentée,
aussi bien au niveau de ’ARNm que de la protéine, alors que I'expression de la PAD3 ne varie pas. De
plus, I'activité des PADs est aussi augmentée. En effet, la quantité de protéines désiminées détectées
au niveau de la couche cornée en immunohistologie et dans des extraits totaux de protéines en
western blot est largement augmentée en comparaison aux ERHs produits en condition humide. Le
taux de désimination de la FLG est aussi trés fortement accru. En accord avec cela, Akiyama et
Senshu ont démontré chez la souris que la quantité de protéines désiminées augmente fortement,
quasi-immédiatement apres la naissance, en paralléle a la mise en place de la protéolyse de la Flg

. De plus, ces auteurs ont mis en évidence par électrophorése
bidimensionnelle que la Flg n’est pas désiminée dans I'épiderme des embryons de souris (au 18éme
jour du développement embryonnaire) et qu’elle le devient trés peu de temps aprés la naissance

. La naissance, c'est-a-dire le passage de I'environnement intra-utérin aqueux a
un environnement ol le taux d’humidité est modéré, provoque donc une augmentation de la

désimination de protéines épidermiques, et en particulier de la Flg.

Figure 66 : Détection de la filaggrine, des protéines désiminées et de la filaggrine désiminée dans I'épiderme
de souris avant et durant les heures suivant la naissance. (A) Immunodétection de la Flg et des protéines
désiminées sur des sections de peau de souris au 18°™ jour du développement embryonnaire (E.18) et 2 et 72
h aprés la naissance (P. 2h et P. 72h). G : couche granuleuse, S : couche épineuse, C: couche cornée. Barre
d’échelle = 50 um. (B) Analyse d’extraits d’épidermes de souris au 18°me jour du développement embryonnaire
(E.18) et 2 h apres la naissance (P. 2h) en électrophorése bidimensionnelle suivie d’une immunodétection de la
Flg ou des protéines désiminées.
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Le taux de désimination épidermique semble donc contrélé, tout du moins en partie, par le taux
d’humidité ambiante, aussi bien chez la souris que chez I'homme. Les mécanismes moléculaires
impliqués dans cette régulation restent a explorer mais quelques données de la littérature
permettent de proposer que le taux de calcium joue probablement un réle important.

D’une part, le calcium régule a la fois I'expression et I'activité des PADs

. Dong et al. ont notamment montré que lorsqu’une haute concentration en calcium
(1,2 mM) est ajoutée au milieu de culture de kératinocytes humains, le taux d’ARNm puis la quantité
protéique de PAD1 sont augmentés, au bout de respectivement 24 et 96 heures
Le calcium induit de méme une augmentation de la transcription des genes de la PAD2 et de la PAD3
. Cependant, les quantités
protéiques des PADs 2 et 3 n’ont jamais été analysées, comme cela a été fait pour la PAD1. Une telle
analyse permettrait de savoir si 'augmentation de la concentration en calcium épidermique,
provoquée par la sécheresse environnementale dans les ERHs , peut
expliquer a elle seule la régulation différentielle des PADs 1 et 3, la premiére étant induite mais pas la
seconde. Par ailleurs, les PADs sont des enzymes-calcium dépendantes strictes. En effet, aucun autre
ion n’est capable d’induire leur activation in vitro, comme cela a été montré par des mesures
d’activité de la Pad2 de muscle de lapin . De maniere intéressante, les
différents isotypes épidermiques de PADs présentent des sensibilités au calcium différentes les unes
par rapport aux autres, mais aussi en fonction de la nature de leur substrat . En
particulier, lorsque la FLG est utilisée comme substrat, la concentration efficace médiane de la PAD1
est inférieure a 1 mM alors que celles des PADs 2 et 3 sont légerement plus élevées. Les
concentrations en calcium cytoplasmiques étant bien plus faibles que celles utilisées dans les essais
in vitro (de I'ordre de 100-200 nM ; ), on pourrait donc imaginer que |'efficacité
de la PAD1 sur la FLG soit plus fortement stimulée que celle de la PAD3, suite a I'augmentation de la
concentration calcique dans les ERHs produits en condition seche. Ceci ne peut malheureusement
pas étre analysé a I’heure actuelle, puisqu’aucun test spécifique de I'activité de I'un ou 'autre des
isotypes n’existe.

D’autre part, il a été montré que la concentration en calcium de I'épiderme est régulée par le taux
d’humidité ambiante. En effet, Sun et al. ont récemment rapporté que la production d’ERHs a 50%
d’humidité relative induit une augmentation de la concentration en calcium dans I'ensemble des
couches de I'épiderme ainsi que la mise en place d’un gradient de cette concentration calcique, qui
devient alors maximale au niveau de la couche granuleuse. On retrouve ainsi un profil similaire a
celui mesuré dans I'épiderme humain normal . En accord avec cela, il a
été montré antérieurement, par I'équipe de P. Elias, que lorsque des souris hairless sont maintenues

pendant 2 semaines dans un environnement tres sec (humidité relative < 10%) ou treés humide
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Figure 67 : Gradient de calcium dans des épidermes reconstruits humains produits en atmopshére humide
(~100 % d’humidité relative) et seche (*50% d’humidité relative) et dans un échantillon ex vivo de peau
humaine. Les ERHs et |'échantillon de peau ex vivo ont été incubés pendant une nuit avec une sonde
fluorescente liant le calcium (Calcium Green 5N) puis analysés en microscopie confocale par une approche en
FLIM (fluorescent-lifetime imaging microscopy) afin d’évaluer la concentration calcique dans chacune des
quatres couches de I'épiderme, identifiées grace a leur morphologie. CC: couche cornée, CG: couche
granuleuse, CE : couche épineuse, CB : couche basale.
(>80%), cela engendre respectivement une augmentation ou une diminution du niveau de calcium
épidermique . Cependant, d’autres expériences menées chez la souris hairless
montrent que I'augmentation de la concentration de calcium observée en condition séche n’est pas
directement contrblée par le taux d’humidité, mais le serait plutét par le degré d’efficacité de la
barriere épidermique. En effet, lors d’une rupture de la barriere épidermique par délaminage au
ruban adhésif, une diminution de la concentration calcique intracellulaire est observée, avec
disparition du gradient de calcium. Aprés quelques heures, la fonction de barriére se rétablit, en
paralléle au rétablissement du gradient. Par contre, il a été montré que lorsque les souris sont
maintenues a 4°C apres le délaminage, cela bloque le rétablissement de la fonction barriére et du
gradient de calcium. A l'inverse, si I'épiderme de ces souris est recouvert d’un film occlusif (mimant
ainsi une récupération de la barriére), le gradient de calcium se remet en place
Au vu de ces derniers résultats de P. Elias, I'augmentation de la concentration calcique de I'épiderme
observée par Sun et al. en condition seche semblerait ainsi étre due a I'amélioration de la fonction de
barriére induite par la sécheresse ambiante. Ceci suggere donc que le calcium n’est pas le signal
déclenchant le renforcement de la barriere mais arriverait en second plan pour stimuler le processus
d’adaptation.

Quoi gu'’il en soit, la concentration en calcium semble étroitement impliquée dans I'adaptation de

I’épiderme a la sécheresse environnementale et pourrait expliquer I'augmentation de I'expression de

la PAD1 et de I'activité PAD observée.
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D. Role de la désimination dans le controle du métabolisme de la FLG

Aprés avoir comparé les variations d’expression et d’activité des PADs entre les ERHs produits en
conditions séche et humide, I'expression et I’activité de I’hydrolase de la bléomycine, la caspase 14 et
la calpaine 1, trois protéases impliquées dans la protéolyse des monomeéres de FLG en acides aminés
libres , ont été analysées. Ni I'expression ni
I"activité de ces trois protéases ne sont augmentées en condition séche alors que la protéolyse de la
FLG est fortement accrue. En outre, les expressions de I'élastase 2, la matriptase, la KLK5 et la
SASPase, quatre autres protéases qui interviendraient en amont des PADs dans le métabolisme de la
FLG et seraient impliquées dans la protéolyse de la proFLG en FLG

, he sont pas non plus augmentées en condition séche. Parmi I'ensemble des
enzymes connues pour étre impliquées dans le métabolisme de la FLG, il semble donc que seule
I’expression de la PAD1 et I'activité PAD soient augmentées dans les ERHs produits en condition
seche. Ainsi, une augmentation de la désimination semble suffisante pour induire une augmentation
de la dégradation de la FLG en acides aminés libres . Ceci est en accord avec le modeéle
précédemment proposé dans lequel la désimination de la FLG engendre son détachement des
filaments intermédiaires de kératines , ce qui la rend ainsi accessible aux
protéases et augmente en outre sa susceptibilité a la protéolyse par la calpaine 1

. La désimination semble donc jouer un réle clé dans la régulation de la

protéolyse de la FLG induite par la sécheresse environnementale.

Figure 68 : Représentation schématique de I'effet de I'atmospheére séche sur les propriétés morphologiques
et fonctionnelles des épidermes reconstruits humains et sur le métabolisme de la filaggrine. CC: couche
cornée, CG : couche granuleuse, CE : couche épineuse, CB: couche basale, FIK : filaments intermédiaires de
kératines, GKH : Granules de kératohyaline, PIE : perte insensible en eau.
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Pour tenter de le prouver, j'ai traité pendant 24 heures des ERHs produits en condition seche avec
un inhibiteur des PADs, le Cl-amidine. Le Cl-amidine a tendance a provoquer une accumulation des
monomeres de FLG, suggérant que ceux-ci sont moins dégradés. Ainsi il semblerait que I'inhibition de
la désimination bloque partiellement la dégradation de la FLG. Ceci suggére que la désimination de la
FLG est nécessaire pour que sa protéolyse en acides aminés libres se produise.

Au vu des résultats de cette étude, il semble que la PAD1 soit I'isotype principalement impliquée
dans l'augmentation de la protéolyse de la FLG induite par un faible taux d’humidité ambiante.
Cependant, bien que I'expression de la PAD3 ne soit pas induite, elle pourrait participer, au méme
titre que la PAD1, a I'augmentation du taux de désimination observée en condition seche. En effet,
mon équipe a précédemment démontré que les PADs 1 et 3 colocalisent avec la FLG dans la couche
granuleuse de I'épiderme humain, et il a donc été proposé qu’elles soient toutes deux responsables
de la désimination de la FLG . Le niveau d’expression de la PAD3 dans les ERHs

produits en atmosphére humide semble d’ailleurs supérieur a celui de I'’épiderme normal

E. Apport de ces données pour la compréhension de la physiologie épidermique et

des maladies cutanées

Chez les grands prématurés, la fonction de barriere de I'épiderme n’est pas totalement établie, ce
qui se traduit notamment par une perte en eau trans-épidermique élevée, avec un fort risque de
déshydratation. Il a été montré que si ces bébés sont placés dans des couveuses présentant une
humidité relative de 50% au lieu des 75% habituels une semaine aprés la naissance et ce pendant
trois semaines, cela accélere la mise en place d’une barriere épidermique completement efficace

. Par ailleurs, une autre étude rapporte que des travailleurs exposés a un
environnement trés sec (humidité relative < 1,5%) présentent une perte en eau trans-épidermique
plus faible que la moyenne . Dans ces deux exemples, un mécanisme d’adaptation
similaire a celui décrit dans mon étude est probablement impliqué. Le niveau de protéolyse de la FLG
et la quantité des acides aminés et dérivés d’acides aminés composant le FNH n’ont pas été analysés
mais on peut suspecter qu’ils soient augmentés.

Chez les individus présentant une peau seche, et notamment dans les cas de xérose hivernale qui
se déclenche de maniere chronique en hiver (lorsque le temps est froid et sec), on peut suspecter un
défaut de ce mécanisme adaptatif. Chez certains individus, ces défauts pourraient provenir d’une
altération de la régulation de la protéolyse de la FLG. Afin d’essayer d’augmenter la protéolyse de la
FLG dans I'objectif d’améliorer I'hydratation de la couche cornée des individus ayant la peau séche, il

pourrait étre pertinent d’accroitre I'activité des PADs dans I'épiderme de ces personnes. Dans cet
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objectif, une étude menée en collaboration avec les laboratoires Pierre Fabre Dermo-Cosmétique, a

laquelle j’ai participé, a permis d’identifier un nouvel activateur des PADs : I'acéfylline
. Ces travaux ont fait I'objet d’un brevet déposé par les laboratoires Pierre Fabre

Dermo-Cosmétique dont certains membres de mon équipe sont inventeurs.

Chez les patients atteints de dermatite atopique ,
plusieurs études ont montré que les variations climatiques ont un impact sur la sévérité de la maladie
. Par exemple, une corrélation négative entre le taux
d’humidité intérieure et la prévalence de la maladie a été rapportée . De
méme, une corrélation négative entre les humidité et température extérieures et le nombre de
visites des patients atteints de dermatite atopique chez le dermatologue a été observée au Japon
. En accord avec cela, I'incidence de la dermatite atopique est plus forte en février
et octobre comparativement aux autres mois de I'année . En outre, lorsque des
enfants présentant une forme sévere de dermatite atopique passent un mois sous un climat
subtropical humide et ensoleillé, cela réduit leur symptome jusqu’a trois mois aprés la fin de leur
séjour . Une autre étude a récemment suggéré un lien entre la présence de
mutations du géne FLG chez les patients et la sensibilité aux changements climatiques. En effet, les
enfants atteints de dermatite atopique et présentant des mutations du gene FLG développent des
|ésions qui sont tres souvent localisées au niveau des zones anatomiques exposées au vent et au
froid, comme les joues et les mains . De plus, au Japon, la prévalence des
mutations de FLG est plus faible chez les enfants vivants dans un climat subtropical humide en
comparaison a ceux vivants dans des régions plus froides et seches . Toutes ces
observations sont en accord avec les résultats de mon étude montrant que la FLG est moins requise
en atmosphere humide. Mes données suggerent de plus qu’une dérégulation de I'expression ou de
I'activité des PADs pourrait étre impliquée dans la dermatite atopique, bien qu’aucune variation
génétique dans les génes PADI (ou dans le locus) n’ait été associée avec la susceptibilité a la maladie

acejour.

Il. ROLE POTENTIEL DE LA DESIMINATION DANS L’AUTOPHAGIE EPIDERMIQUE

Le Cl-amidine est actuellement I'inhibiteur des PADs le plus couramment utilisé et a déja servi a
explorer le réle de la désimination dans différents tissus, en contexte physiologique ou pathologique
. Cet inhibiteur a été mis a la disposition de mon laboratoire par Paul

Thompson (département de Biochimie et Pharmacologie Moléculaire de I'université de Worcester,

Massachusetts, USA) dans le cadre d’une collaboration académique. Des ERHs ont ainsi été traités
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avec du Cl-amidine et analysés afin de déterminer si la désimination joue un rdle plus global au cours

de la différenciation des kératinocytes, au-dela du métabolisme de la FLG.

A. Inhibition de l'activité des PADs par le Cl-amidine in vitro et dans les épidermes

reconstruits humains

Tout d’abord, I'efficacité d’inhibition du Cl-amidine sur la désimination in vitro de la FLG
recombinante humaine par les PADs 1, 2 et 3 a été évaluée et validée. Il est ressorti de cette analyse
gue le Cl-amidine inhibe plus efficacement I'activité de la PAD1 que celles des PADs 2 et 3 sur la FLG
humaine. Il est cependant capable d’inhiber I'activité des trois isotypes épidermiques. Ces résultats
sont en accord avec les travaux de I’équipe de Paul Thompson qui a utilisé un substrat synthétique
des PADs

L’ajout de Cl-amidine dans le milieu de culture des ERHs a différentes concentrations (0 a 800 uM)
pendant 48 heures a ensuite permis de mettre en évidence qu’il inhibe la désimination épidermique
de maniere dose-dépendante. L'inhibition de la désimination la plus forte a été obtenue pour une
concentration en inhibiteur de 800 uM. Cette concentration, qui n’engendre pas d’effet cytotoxique

sur les ERHs (comme démontré par un test MTT), a donc été retenue pour la suite de mon étude.

B. Role potentiel des PADs dans la régulation de la cornification

Jai alors analysé en détail I'effet du traitement par le Cl-amidine sur la morphologie des ERHs. En
microscopie électronique a transmission, une nette augmentation du nombre de cellules
transitionnelles a été observée dans les ERHs traités avec le Cl-amidine. Ces cellules, localisées a la
transition entre couche granuleuse et couche cornée, sont caractérisées par une enveloppe cornée
marquée, des granules de kératohyaline diffuses dans le cytoplasme, de nombreuses vésicules
cytoplasmiques et parfois par la persistance du noyau . De plus, la
couche cornée des ERHs traités avec le Cl-amidine est constituée de moins d’assises de cornéocytes
que celles des ERHs controles. Ces résultats suggeérent que le Cl-amidine engendre un ralentissement
de la transformation des kératinocytes granuleux en cornéocytes, processus complexe que l'on
appelle la cornification

Pour compléter cette étude, il serait intéressant d’analyser I'effet du traitement par le Cl-amidine
sur I'expression de divers marqueurs de la différenciation terminale épidermique, telles que par
exemple la loricrine et linvolucrine, deux composants majeurs de I'enveloppe cornée, et la

cornéodesmosine, protéine spécifique des cornéodesmosomes, aux nhiveaux transcriptionnel et
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protéique. Ceci nous permettrait de mieux comprendre comment la différenciation terminale des

kératinocytes est perturbée suite a I'inhibition des PADs.

C. Role potentiel des PADs dans la régulation de I'autophagie épidermique

Lors de ce travail, j'ai de plus observé, toujours par une approche en microscopie électronique a
transmission, une accumulation de mitochondries et de vésicules hétérogenes dans le cytoplasme
des kératinocytes granuleux des ERHs traités avec le Cl-amidine, alors que ces structures sont éparses
dans les kératinocytes granuleux des ERHs contréles. De plus, de grandes vésicules sont parfois
observées a proximité des noyaux des cellules granuleuses dans les ERHs traités avec le Cl-amidine.

Ces observations m’ont donc conduit a émettre I’hypothése que le flux autophagique, récemment
décrit comme étant impliqué dans la différenciation épidermique, est perturbé dans les ERHs par le
Cl-amidine.

L'autophagie (ou macroautophagie, qui signifie « qui se mange soi-méme ») est un processus
cellulaire qui permet la capture puis la dégradation de protéines ou d’organelles intracellulaires. Ce
processus est initié par la formation de vésicules a double-membrane, appelées autophagosomes.
Une fois formée, les autophagosomes fusionnent ensuite avec des lysosomes pour former les
autolysosomes, des vésicules a simple membrane dans lesquelles les organelles ou protéines
capturées sont dégradées par hydrolyse acide et par digestions enzymatiques. L'autophagie est un
processus cellulaire finement régulé, comme lillustrent les différents acteurs moléculaires décrits
dans la

De plus en plus de données tendent a montrer que I'autophagie joue un réle important dans la
différenciation épidermique . Il a notamment été observé que
la différenciation de kératinocytes primaires ou HaCaT en culture est accompagnée d’une induction
de l'autophagie . Aussi, l'inhibition de 'autophagie avec de
la 3-méthyladénine semble bloquer I'induction de la différenciation. En effet, suite a ce traitement,
I’expression de l'intégrine B1 (normalement fortement exprimée dans la couche basale et tres
faiblement exprimée dans les couches suprabasales) ne diminue pas, et I'expression de I'involucrine
(marqueur de la différenciation) n’est pas induite, contrairement a ce qui est observé dans les
cellules non traitées et cultivées en conditions différenciantes. Cela suggere donc que I'autophagie
est nécessaire a l'initiation de la différenciation kératinocytaire . En accord avec
cela, plusieurs autres études récentes, dans lesquelles I'autophagie a été inhibée, dans des modéles
murins ou d’ERHs, rapportent aussi une perturbation de la différenciation épidermique

. Par ailleurs, il a été proposé que, lors de la
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cornification, I'élimination des organelles et en particulier du noyau des kératinocytes pourrait se
dérouler via des processus d’autophagie et de nucléophagie

Afin de déterminer si le flux autophagique est effectivement perturbé dans les ERHs traités avec
le Cl-amidine, j'ai évalué la quantité de LC3B-ll, un marqueur des vésicules autophagiques
(autophagosomes/autolysosomes). Le traitement des ERHs avec le Cl-amidine induit une forte
augmentation de la quantité de LC3B-Il, indiquant une augmentation du nombre de vésicules
autophagiques. Ceci est en accord avec I'accumulation remarquable de vésicules hétérogenes
contenant du matériel cellulaire observées en microscopie électronique a transmission.

En fait, 'accumulation de LC3-1l peut indiquer soit une induction accrue du flux autophagique, soit
un blocage de celui-ci a une étape tardive du processus, comme par exemple une inhibition de la
fusion entre autophagosomes et autolysosomes, une inhibition de la dégradation médiée par les
enzymes lysosomales du contenu des autolysosomes, ou encore une inhibition du recyclage de ces

derniers . Dans le cas présent, I'accumulation de

Figure 69 : L'autophagie dans les kératinocytes. En réponse a un changement des apports en énergie ou en
nutriments, ou a une variation de la concentration en calcium (ou en calmoduline intracellulaire), la kinase
hépatique B1 (LKB1) ou la protéine kinase calmoduline-dépendante (CaMK) peuvent activer la protéine kinase
activée par I'AMP (AMPK). Cette activation est suivie de la modulation de I'activité de TSC2 (« tuberous
sclerosis complex 2 »), raptor et de la sérine/thréonine-protéine kinase ULK1. La protéine mTOR (« mammalian
target of rapamycin ») est inhibée par TSC2, ce qui s’accompagne de la phosphorylation activatrice de la kinase
p70S6 (p70S6K). Beclin 1 est un activateur du processus autophagique alors qu’il est inhibé lorsqu’il est lié a
BCL-2 (« B-cell lymphoma 2 ») ou MCL-1 (« myeloid cell leukemia-1 »). Le complexe formé des trois protéines
associées a I'autophagie ATG5, ATG12 et ATG16L1, et LC3-1l (ATG8), prennent part au processus d’autophagie
apres l'initiation de I’élongation du phagophore, ce qui aboutit a la formation de |'autophagosome.
L’autophagosome fusionne ensuite avec un lysosome pour former un autolysosome. Le contenu de ce dernier
est finalement dégradé par hydrolyse acide et par digestions enzymatiques. LC3-ll est un marqueur des
vésicules autophagiques largement admis. BNIP3 (« BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein
3 ») induit 'autophagie mais la voie par laquelle se fait cette régulation est pour l'instant inconnue. La protéine
p18, suspectée d’étre un inhibiteur de mTOR (un régulateur de I'autophagie), a aussi été impliquée dans la
régulation de la fusion entre autophagosome et lysosome.
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vésicules hétérogenes dans le cytoplasme des kératinocytes granuleux est accompagnée d’une
accumulation de mitochondries ainsi que d’un ralentissement de la cornification. Or, une
accumulation de mitochondries « déformées et dysfonctionnelles » a été décrite dans les cellules
présentant des défauts d’autophagie . A l'inverse, il a été montré que
I'induction de l'autophagie dans des kératinocytes en culture, via la surexpression de BNIP3

, s’accompagne d’une
diminution du nombre de mitochondries. De plus, dans des kératinocytes différenciés, une
colocalisation entre LC3 et les mitochondries a déja été observée, suggérant que l'autophagie
contribue a I’élimination de ces organelles lors de la cornification . Par
ailleurs, dans I'épiderme de souris déficientes en protéine pl8 , un défaut de
formation des cornéocytes a été rapporté. En effet, la couche granuleuse des souris déficientes en
pl8 est surmontée de cornéocytes anormaux, dans lesquels le noyau persiste et des
autophagosomes s’accumulent. Ces cellules ressemblent donc a des cellules transitionnelles. Dans ce
récent travail, il a été montré dans des fibroblastes murins en culture que le déficit en p18 engendre
un défaut de fusion entre autophagosome et autolysosome, ce qui induit une inhibition de
I"autophagie et une accumulation d’autophagosomes

Concernant mon travail, le traitement avec le Cl-amidine des ERHs semble avoir un effet assez
similaire a celui induit par le déficit en p18, puisqu’une accumulation de cellules transitionnelles et
une accumulation de vésicules autophagiques sont observées dans les deux cas. Cependant, la
majorité des vésicules que j'ai observées dans le cytoplasme des kératinocytes granuleux des ERHs
traités avec le Cl-amidine semble contenir des débris cellulaires et non des organelles integres et ne
pas présenter de double-membrane. Ceci suggére donc qu’il s’agit majoritairement d‘autolysosomes.

L’'ensemble de ces observations et leur confrontation aux données de la littérature suggérent que
le Cl-amidine induit une inhibition du flux autophagique, en bloquant ou ralentissant une étape
tardive de ce processus. |l semblerait donc que les PADs 1 et/ou 3 soient impliquées dans la
régulation de 'autophagie épidermique. De plus, on peut supposer que c’est en partie par le biais de
I'inhibition de I'autophagie que le Cl-amidine ralentit la cornification des ERHs.

Afin de déterminer de maniére certaine si le Cl-amidine a bien pour effet d’inhiber le flux
autophagique, il faudra compléter ce travail en traitant simultanément les ERHs avec le Cl-amidine et
avec un inhibiteur des étapes tardives de I'autophagie comme la bafilomycine A; ou la chloroquine. Si
I'ajout de l'inhibiteur de I'autophagie ne modifie pas le profil dimmunodétection de LC3-Il, cela
signifiera que le Cl-amidine ralentit ou bloque une étape tardive du processus autophagique ; si la

quantité de LC3-Il augmente, cela signifiera que le Cl-amidine augmente le flux autophagique
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De plus, afin de préciser a quel niveau du processus autophagique I'effet du Cl-amidine a lieu, on
pourra effectuer un double marquage en immunofluorescence de LC3B-Il, marqueur spécifique des
vésicules autophagiques, et de LAMP-1 ou LAMP-2 («lysosome-associated membrane
glycoprotein »), marqueurs spécifiques des lysosomes. Une colocalisation des deux marqueurs
permettra de localiser les autolysosomes. Une augmentation de la colocalisation démontrerait que le

traitement avec le Cl-amidine induit une accumulation de ces structures.

Figure 70 : Comment interpréter 'immunodétection de LC3 en western blot. Lorsqu’un traitement engendre
une augmentation de la quantité de LC3-Il détecté en western blot dans un extrait cellulaire, cela signifie que le
traitement induit soit une augmentation du flux autophagique, soit une inhibition d’une étape tardive de ce
processus. Pour déterminer de quel cas de figure il s’agit, il est nécessaire d’utiliser un inhibiteur d’une étape
tardive de I'autophagie, comme la bafilomycine A; ou la chloroquine. Si I'inhibiteur de I'autophagie induit une
augmentation de la quantité de LC3-Il dans les cellules traitées, cela signifie que le traitement induit une
augmentation du flux autophagique. Si I'inhibiteur de I'autophagie ne modifie pas le profil d'immunodétection
de LC3-Il dans les cellules traitées, cela signifie que le traitement bloque une étape tardive du processus
autophagique et induit donc une accumulation de vésicules autophagiques.

Les PADs ont déja été impliquées dans la régulation des processus autophagiques dans d’autres
types cellulaires. En particulier, il a été montré que l'inhibition des PADs, avec un autre inhibiteur
appelé YW3-56, engendre une induction du flux autophagique dans des cellules cancéreuses,
aboutissant a une diminution de la viabilité cellulaire

. Ces données semblent étre en désaccord avec les résultats
produits au cours de mon étude. Les raisons de cette contradiction peuvent étre multiples. Ces
études ont été réalisées avec des types cellulaires différents, exprimant des isotypes différents de
PADs. En effet, les PADs 1 et 3 sont exprimées dans les ERHs alors qu’il semble que seule la PAD4 soit
exprimée dans les lignées cancéreuses utilisées dans ces deux études. Aussi, la régulation des
processus d’autophagie dans ces différents types cellulaires n’implique probablement pas les mémes
acteurs moléculaires et les mémes voies. Il est donc possible que les PADs 1 et/ou 3 dans les
kératinocytes et la PAD4 dans les cellules cancéreuses puissent jouer des roles différents dans la

régulation de I'autophagie.
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Par ailleurs, I'induction de I'autophagie dans des fibroblastes avec la rapamycine (un inhibiteur de
mTOR ; ) active la PAD4 et induit la désimination de la vimentine . De
plus, quelques études suggérent un réle important de I'autophagie dans la génération de peptides
désiminées par les cellules présentatrices d’antigenes dans la polyarthrite rhumatoide

. Ireland et al. ont notamment montré que le stress induit
par une bréve carence en glucose dans une lignée de lymphocytes B provoquait une augmentation
du flux autophagique et une augmentation de la présentation de peptides désiminés, cet effet étant
bloqué par le traitement des cellules avec de la 3-méthyladénine, un inhibiteur de I'autophagie, ou
par I'inhibition de I'expression de I'ATG5. De maniére trés intéressante, les auteurs ont de plus mis
en évidence une activité PAD dans des vésicules autophagiques purifiées N
avait en outre précédemment été montré que le calcium s’accumule dans les vésicules
autophagiques, ce qui expliquerait que les PADs y soient actives . Il 'a donc été
proposé que, dans les lymphocytes B, les PADs soient présentes et actives dans les vésicules
autophagiques et que la désimination, induisant une diminution de I'organisation structurelle des
protéines, puisse y favoriser leur dégradation enzymatique

Ceci m’améne donc a faire I'hypothése que les PADs 1 et/ou 3 pourraient étre présentes dans les
vésicules autophagiques localisées dans le cytoplasme des kératinocytes granuleux de I'épiderme et
que leur activité faciliterait la dégradation des protéines capturées. Pour vérifier cette hypothese, il
serait possible de réaliser un double marquage en immunofluorescence des PADs 1 ou 3 et de LC3-II
afin de déterminer si une colocalisation est observée. De méme, on pourrait immunodétecter les

protéines désiminées sur des coupes de tissu avec I'anticorps AMC.

lll. IMPLICATION DE LA PEPTIDYL-ARGININE DESIMINASE 3 DANS LE
METABOLISME DE LA TRICHOHYALINE ET DANS LE SYNDROME DES CHEVEUX
INCOIFFABLES

Le syndrome des cheveux incoiffables est une maladie génétique rare qui est caractérisée par des
altérations de la morphologie de la tige pilaire des cheveux des enfants atteints, altérations qui
s’améliorent a I'adolescence. Bien que ce syndrome ait été décrit dés 1973 comme une anomalie
génétique probablement transmise selon un mode autosomique dominant, les mutations
responsables n’avaient encore jamais été identifiées. Le dernier projet auquel j'ai participé durant
ma thése a décrit pour la premiere fois les causes génétiques et moléculaires responsables de ce

syndrome.
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A. Identification de mutations responsables du syndrome des cheveux incoiffables

Dans cette étude, des mutations localisées dans les genes codant la TCHH, la PAD3 et la TGase 3
ont été identifiées chez 11 enfants atteints du syndrome des cheveux incoiffables. Sur les 11 enfants
ayant participé a cette étude, un est porteur d’une mutation homozygote du gene de la TCHH, un
présente une mutation homozygote du gene de la TGase 3, et les neuf autres sont porteurs de
mutations homozygotes ou hétérozygotes composites du géne de la PAD3, quatre mutations
différentes de ce gene ayant été identifiées au total. L'ensemble de ces mutations indique que le
mode de transmission de cette maladie est principalement autosomique récessif. Nous avons ensuite

démontré comment ces mutations sont responsables de la maladie.

1. Mutation touchant le géne codant la trichohyaline

La mutation du géne de la TCHH identifiée (c.991C>T/p.GIn331X) est une mutation non-sens,
localisée dans le domaine 3 . Cette mutation aboutit donc a
la syntheése, si elle a lieu, d’'une forme trés courte de la TCHH, qui ne possede ni les domaines 6 et 8§,
ni le domaine C-terminal, et est donc tres probablement incapable d’interagir avec les kératines.
Etant données la fonction importante que semble jouer la TCHH dans le renforcement de la gaine
épithéliale interne

, la récente association rapportée entre un polymorphisme de la TCHH et la forme des cheveux

, et surtout

I’absence de cette mutation dans la banque de données ExAC (séquences des exons de plus de 60000
individus sains), on peut en déduire que cette mutation homozygote est la cause de la maladie chez

le patient étudié.

2. Mutation touchant le gene codant la transglutaminase 3

La mutation identifiée dans le géne de la TGase 3 (c.1351C>T/p.GIn451X) est elle aussi une
mutation non-sens qui engendre la production d’une forme tronquée de I'enzyme. L’expression de
formes recombinantes de la TGase 3 humaine sauvage et mutante dans des lignées cellulaires HaCaT
et HEK293T a permis de mettre en évidence que cette mutation conduit a une forte diminution de la
qguantité d’enzymes produites et a une absence quasi-totale d’activité enzymatique. La Tgase 3 est
I’enzyme qui a été impliquée dans la formation de liaisons covalentes entre les molécules de TCHH et
entre la TCHH et les kératines dans la gaine épithéliale interne et dans la médulla du follicule pileux

. De plus, aucun individu homozygote
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pour cette mutation n’a été trouvé dans la banque ExAC. Cette mutation, lorsqu’elle est présente a
I’état homozygote comme c’est le cas chez le patient analysé ici, est donc responsable de la maladie.
En accord avec cela, il a récemment été rapporté que le phénotype des souris wellhaarig,
présentant des vibrisses torsadées et un pelage ondulé, est d(i a des mutations non-sens et faux-sens
du gene de la Tgase 3 . De plus, il a aussi été montré que des souris déficientes
en Tgase 3 exhibent elles-aussi des vibrisses irrégulieres et torsadées et un pelage ondulé, ces
caractéristiques s’estompant environ un mois aprés la naissance . Le phénotype
des poils de ces souris est donc trés semblable a celui des cheveux des patients atteints du syndrome
des cheveux incoiffables. Ces observations ont conduit John et al. a suggérer que les altérations de la
TGase 3 ou de ses substrats pouvaient étre en cause dans les formes récessives de « pili torti » ou
d’autres phénotypes capillaires similaires, qui s’"améliorent avec I’age. Notre étude valide ainsi cette

hypothese.

3. Mutations touchant le géne codant la peptidyl-arginine désiminase 3

Les mutations du gene de la PAD3 identifiées chez 9 enfants atteints du syndrome des cheveux
incoiffables correspondent a trois mutations faux-sens (c.881C>T/p.Ala294Val ;
€.335T>A/p.Leul12His ; c.1813C>A/p.Pro605Thr) et une mutation non-sens (c.1723A>T/p.Lys578X).

La mutation non-sens du géne de la PAD3 engendre la synthése d’'une enzyme tronquée, a
laquelle il manque les 87 derniers acides aminés du domaine carboxy-terminal et en particulier la

cystéine 646 qui est un des acides aminés absolument essentiel a I'activité enzymatique

Les trois mutations faux-sens engendrent la substitution d’un résidu présent soit dans le domaine
amino-terminal (p.Leul12His), soit dans la région charniére entre les deux domaines amino- et
carboxy-terminaux de I'enzyme (p.Ala294Val), soit dans le domaine carboxy-terminal (p.Pro605Thr).
Aucun de ces trois résidus n’est directement impliqué ni dans le site actif ni dans les sites de fixation
au calcium de la PAD3. Cependant, lorsque la séquence de la PAD3 a été comparée avec celles des
autres isotypes de PADs humaines ou de Pad3 d’autres espeéces, il a été observé que les trois résidus
touchés par ces mutations sont conservés de facon stricte, aussi bien entre les différents orthologues
humains qu’entre les paralogues analysés. Ceci suggere donc un réle important de ces acides aminés
dans la fonction et/ou dans la structure des PADs. L'effet de ces mutations sur la structure de
I'enzyme a donc été analysé au laboratoire en utilisant un modeéle prédictif de la structure
tridimensionnelle de la PAD3, précédemment produit in silico a partir des coordonnées atomiques de
la structure cristallographique de la PAD4 . Les deux mutations p.Ala294Val et

p.Pro605Thr engendrent un changement net de la structure de la PAD3 dans ce modeéle in silico, avec
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en particulier une diminution de I'organisation en feuillets  du domaine amino-terminal ainsi que de
légers décalages de position de résidus impliqués dans le site actif et dans les différents sites de
fixation du calcium. La mutation p.Leul12His provoque quant a elle des modifications structurelles
plus subtiles mais qui peuvent étre d’'importance pour I'activité enzymatique. Il est intéressant de
noter que la substitution d’un unique acide aminé, peut avoir des répercussions sur I'ensemble de la
structure d’une protéine. Notamment, alors que I’alanine et la valine sont tous deux des petits acides
aminés hydrophobes et présentent donc des propriétés physico-chimiques similaires

, la mutation p.Alal94Val induit, de maniere assez inattendue, des changements
importants de la structure de la PAD3. Par ailleurs, on peut aussi remarquer que la mutation
p.Pro605Thr engendre majoritairement des altérations des structures secondaires de la partie
amino-terminale de I'enzyme, alors qu’elle touche un résidu de la partie carboxy-terminale. A
I'inverse, c’est la mutation p.Leul12His qui induit les changements structuraux les plus faibles au
niveau du domaine amino-terminal de la PAD3, alors que c’est la seule qui touche un résidu localisé
dans ce domaine et que cette mutation correspond de plus a la substitution d’un acide aminé
hydrophobe par un acide aminé polaire chargé positivement, donc aux propriétés physico-chimiques
bien différentes.

Afin d’analyser I'impact des trois mutations faux-sens sur I'activité de la PAD3, des formes
recombinantes sauvage et mutées de I'enzyme ont été exprimées dans la lignée kératinocytaire
HaCaT ainsi que dans des bactéries Escherichia coli. Dans les cellules HaCaT, alors que la PAD3
sauvage présente une distribution diffuse et homogéne dans I'ensemble du cytoplasme comme
attendu, les trois formes mutantes forment de larges agrégats, observés dans I'ensemble du
cytoplasme. Ceci suggere que ces trois mutations altérent la solubilité de la PAD3. L’activité des
enzymes a été évaluée en réalisant un immunomarquage avec des auto-anticorps anti-protéines
citrullinées (ACPA) purifiés, provenant de patients atteints de polyarthrite rhumatoide

. Alors que ces anticorps marquent fortement I'ensemble du
cytoplasme des cellules HaCaT surexprimant la PAD3 sauvage, aucun marquage n’est visible dans les
cellules surexprimant I'une ou l'autre des trois PAD3 mutantes. Ces résultats ont de plus été
confirmés via I'expression des enzymes sauvage et mutantes dans des bactéries Escherichia coli
suivie d’un test d’activité in vitro. La encore, alors que la PAD3 sauvage exhibe une forte activité,
aucune protéine désiminée n’est observée pour les formes mutées. Ceci indique donc que les trois
mutations faux-sens identifiées chez les patients atteints du syndrome des cheveux incoiffables
engendrent une tres forte diminution, voire une perte totale, de I'activité de la PAD3.

En accord avec ces données, nous avons également montré que les souris dont le géne de la Pad3
a été inactivé présentent des anomalies de la forme des poils. En effet, par microscopie électronique

a balayage, les poils du pelage des souris, et dans une moindre mesure la base des vibrisses,
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présentent un aspect irrégulier et martelé. L'absence de la Pad3 chez la souris engendre donc, de
méme que chez les patients atteints du syndrome des cheveux incoiffables, une altération de la
morphologie de la tige pilaire.

L’ensemble de ces données démontrent donc que les mutations du géne de la PAD3, lorsqu’elles
sont présentes a I'état homozygote ou hétérozygote composite, sont responsables du
développement du syndrome des cheveux incoiffables.

C’est la deuxieme fois que des mutations touchant les PADs sont identifiées comme étant la cause
d’une maladie. En effet, des mutations du géne PADI6 ont trés récemment été identifiées, par deux
équipes, comme responsables d’'une forme d’infertilité féminine due a un défaut précoce et létal

pour I'embryon dans les premiers jours suivant la fécondation

Par ailleurs, I'absence d’anomalies du systéme nerveux des patients atteints du syndrome des
cheveux incoiffables tend a montrer que I'activité de la PAD3 n’est pas essentielle au développement
et au bon fonctionnement de ce sytéme, bien qu’il ait été rapporté que cet isotype est exprimé dans
les cellules souches neurales ainsi que dans les cellules de Schwann

. Par ailleurs, la PAD3 étant détectée dans la
glande mammaire murine lors de la lactation, il a été suggéré qu’elle puisse jouer un role durant ce
processus . Il serait donc intéressant de savoir si les femmes ayant été atteintes par ce
syndrome lors de leur enfance et les souris femelles déficientes en Pad3 connaissent des problémes

d’allaitement.

B. Role essentiel des trois acteurs de la cascade peptidyl-arginine désiminase 3 —

trichohyaline — transglutaminase 3 dans la morphologie de la tige pilaire

Cette étude démontre que si la fonction de la TCHH ou d’une des deux enzymes ayant été
impliquées dans son métabolisme, a savoir la PAD3 ou la TGase 3, est altérée, cela engendre des
défauts de morphogenese de la tige pilaire qui aboutissent au développement du syndrome des
cheveux incoiffables.

Ces données, en plus d’apporter une meilleure compréhension de la physiopathologie de ce
syndrome, ont permis de confirmer le modéele du métabolisme de la TCHH précédemment proposé
par P. Steinert . Elles démontrent en particulier que la PAD3
et la TGase 3 sont bien impliquées, comme cela avait été proposé suite a des essais in vitro
essentiellement . Notre étude permet de plus de prouver que ces deux enzymes jouent un
role essentiel dans la morphogeneése de la tige pilaire. Quand I'activité de I'une ou l'autre est altérée,

la TCHH est alors incapable d’assurer sa fonction de renforcement de la gaine épithéliale interne.

227



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Figure 71 : Modeéle de la cascade d’interactions entre la trichohyaline, la peptidyl-arginine désiminase 3 et la
transglutaminase 3 dans la gaine épithéliale interne du follicule pileux. Aprées sa désimination par la PAD3 a la
périphérie des granules (structure grise), la TCHH change de conformation et devient moins structurée. Ceci
engendre sa solubilisation progressive. La TCHH désiminée interagit alors avec les filaments intermédiaires de
kératines (lignes noires), ce qui induit leur organisation en macrofibrilles paralléles. De plus, lorsqu’elle est
désiminée, la TCHH devient un substrat de la TGase 3. Les liaisons covalentes catalysées par cette derniére
entre les molécules de TCHH (liaisons intra- et interchaines) et entre la TCHH et les kératines stabilisent et
renforcent la structure TCHH-kératines, qui confére a la gaine épithéliale interne ses propriétés biomécaniques.

Ainsi, en nous appuyant sur ce modele et sur les résultats de notre étude, on peut dire que, chez
certains enfants atteints du syndrome des cheveux incoiffables, la TCHH n’est pas produite ou est
produite sous une forme tronquée incapable d’interagir avec les kératines. Chez d’autres, la TCHH
reste insoluble a cause d’une perte d’activité de la PAD3, ce qui empéche son interaction avec les
filaments de kératines. Dans un troisieme groupe, l'interaction entre la TCHH et les filaments de
kératines n’est pas stabilisée du fait d’une absence d’activité de la TGase 3. On peut supposer que,
dans ces trois cas de figures, des défauts de cornification de la gaine épithéliale interne, et en
particulier une diminution de sa rigidité, sont induits, aboutissant a des défauts de la morphogenese
de la tige pilaire. Il serait donc intéressant d’analyser en microscopie électronique a transmission les
cheveux des patients et les poils des souris déficientes en Tgase3 et Pad3, pour déterminer si des
altérations de la morphologie de cette gaine sont observables.

Cependant, il est surprenant que le syndrome des cheveux incoiffables s’améliore avec I'age, alors
gu’il est causé par des altérations non réversibles affectant un composant structural du follicule
pileux ou des enzymes directement impliquées dans sa fonction. De maniere intéressante, il a été
rapporté que d’autres désordres de la tige pilaire, comme le « pili torti» et le « pili annulati »
s’améliorent aussi avec I'age. L’amélioration du syndrome des cheveux incoiffables pourrait étre due
a une expression compensatoire d’'un autre isotype de PAD, de TGase ou d’une autre protéine
structurale du follicule pileux. Par ailleurs, le follicule pileux et la tige pilaire subissent un certain
nombre de modifications au cours de la croissance des enfants. Ces changements morphologiques
pourraient avoir une influence mécanistique importante dans le follicule pileux, la rigidité de la gaine
épithéliale interne devenant alors moins essentielle pour la morphogenése de la tige pilaire a I'age
adulte. Il serait d’ailleurs intéressant de déterminer si le polymorphisme de la TCHH, qui a été associé
a une plus forte prévalence de cheveux raides, engendre une modification des propriétés

biomécaniques de la gaine épithéliale interne.
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IV. PERSPECTIVES

Dans l'article 1 de ma thése, j'ai démontré que le taux d’humidité ambiante contréle I'expression
et 'activité des PADs, la protéolyse de la FLG et plus généralement la différenciation épidermique.
Un projet intéressant a développer dans I'avenir consisterait a identifier au niveau moléculaire le(s)
« senseur(s) » de I'humidité ambiante ou de l'osmolarité et les mécanismes impliqués dans ces
controles. On peut penser par exemple a une modulation de I'expression ou de la capacité a interagir
avec les PADs de PTPN22, un inhibiteur naturel de la PAD4 récemment décrit dans certaines cellules
hématopoiétiques . Sa capacité a interagir avec les PADs 1
et 3 et son expression dans les kératinocytes pourront d’abord étre testées. Si cette protéine y est
exprimée, il faudra alors comparer son expression dans les ERHs produits en conditions humide
versus seche. Dans ma discussion, je suggere que le calcium puisse jouer un réle important dans la
régulation de l'activité des PADs et plus généralement de I'adaptation des
kératinocytes a un environnement sec. Sun et al. ont en effet récemment montré que la
concentration en calcium est augmentée dans des ERHs maintenus en condition séche en
comparaison aux ERHs controles produits en condition humide . Il serait donc
important de vérifier que c’est aussi le cas dans notre modele d’épiderme en utilisant une sonde
fluorescente liant le calcium, et d’aller plus loin en analysant I'expression ou I'activité des canaux
calciques (TRPV4 semble notamment étre un bon candidat ; ) entre ERHs produits
en conditions séche versus humide. L'utilisation d’inhibiteurs des canaux calciques pourra permettre
de tester le role de ces canaux dans la réponse a I'atmosphére séche. L’expression et/ou I'activité
d’autres canaux ioniques et des aquaporines (et en particulier I'aquaporine 5) seraient aussi
intéressantes a analyser . Afin d’identifier de nouvelles voies moléculaires
modulées entre conditions seéche et humide, une analyse transcriptomique globale pourrait étre
réalisée. Il s’agit d’'une approche assez coliteuse mais générant potentiellement un grand nombre de
données, pouvant permettre de faire émerger de nouvelles pistes de recherche. De méme, une
analyse du miRNome (quantification des niveaux d'expression de l'ensemble des miRNA) pourrait
étre envisagée pour rechercher un/des miRNA(s) impliqué(s) dans la régulation de la différenciation
épidermique par I'humidité ambiante et, de maniére plus ciblée, dans le controle de I'expression de
la PAD1.

Toujours dans les perspectives de l'article 1 et afin de tester I'implication de la FLG dans
I"adaptation des kératinocytes humains a la sécheresse atmosphérique, il pourrait étre intéressant de
comparer la réponse a un environnement plus sec d’'ERHs contréles et d’ERHs déficients en FLG. Des
ERHs shFLG ayant récemment été produits et analysés au laboratoire , ces

expérimentations ne demanderaient pas de mise au point et seraient donc assez rapides a réaliser.
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Comme nous l'avons vu dans lintroduction, trois PADs sont exprimées dans les épidermes
humain et murin: les PADs 1, 2 et 3 . Le role de
la PAD2 dans I'épiderme a fait I'objet d’'une thése ayant précédé la mienne. Des souris dont le gene
de la Pad2 a été invalidé ont notamment été générées. Ces souris ne présentent aucun phénotype
épidermique particulier alors qu’aucune surexpression compensatoire des autres isotypes de Pads
n’a été observée. Ces résultats ont donc démontré que la Pad2 n’est pas nécessaire a I’homéostasie
épidermique en condition physiologique normale chez la souris . De plus, dans les
ERHs utilisés dans mon équipe, j'ai montré que la PAD2 n’est pas exprimée (ou est exprimée en
dessous du seuil de détection dans mes conditions d’analyse). Ainsi, la PAD2 ne semble pas
nécessaire aux ERHs pour que la fonction de barriere épidermique soit assurée. Ceci tend a montrer
que chez ’'homme non plus, la PAD2 ne semble pas jouer de réle essentiel dans I'épiderme en
condition physiologique.

Par ailleurs, comme nous l'avons déja vu, il a été proposé que les PADs 1 et 3 sont toutes deux
responsables de la désimination de la FLG dans I'épiderme . Cependant, au vu
des résultats obtenus au cours de ma thése , il est légitime de s’interroger sur
la fonction de la PAD3 dans I'épiderme. D’une part, il semble que la PAD1 soit le principal isotype
régulant la protéolyse de la FLG induite par un faible taux d’humidité ambiante (néanmoins, bien que
I'expression de la PAD3 ne soit pas induite, il est toutefois possible qu’elle participe aussi a
I"augmentation du taux de désimination observée en condition seche via une augmentation de son
activité). D’autre part, aucune anomalie macroscopique ou clinique de I'épiderme interfolliculaire n’a
été rapportée chez les patients atteints du syndrome des cheveux incoiffables qui ont participé a
notre étude, alors que la majorité d’entre eux sont porteurs de mutations entrainant une perte
d’activité de la PAD3. L’'activité de la PAD3 n’apparait donc pas essentielle a I’homéostasie
épidermique.

On peut donc supposer que les PADs ont des fonctions redondantes dans I'épiderme, et que
I"absence ou I'altération de la fonction d’'une d’entre elles n’ont pas de conséquence majeure.

Afin d’éclaircir ces interrogations et de déterminer si la Pad3 joue un rdle spécifique dans
I’épiderme, il est prévu pour la suite de ce projet que le phénotype épidermique des souris
déficientes en Pad3 soit analysé en détail, en commencant notamment par des analyses
ultrastructurales en microscopie électronique a transmission. Ces souris ont tout récemment été
générées et seul le phénotype des poils du dos et des vibrisses a pour l'instant été analysé
uniquement en microscopie électronique a balayage . Si aucun phénotype épidermique
n’est trouvé chez ces souris, il pourrait étre envisagé, a plus long terme, de générer des souris
doubles (ou triples) déficientes en Pads afin de déterminer si elles assurent une fonction redondante

mais non moins essentielle dans I'épiderme.
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Une perspective a plus court terme de mon projet est de produire des ERHs dans lesquels
I’expression de la PAD1 et/ou de la PAD3 sera spécifiquement inhibée par interférence a I’ARN. Cela
permettra de déterminer si les PADs 1 et 3 assurent des rbles redondants ou spécifiques dans
I’épiderme, de mieux comprendre I'implication de chacun de ces isotypes dans la désimination des
kératines 1 et 10, de la FLG et de I'hornerine, et de préciser la fonction de la désimination de chacun
de ces substrats. De plus, ces expériences permettront de confirmer que les PADs sont impliquées
dans le processus d’autophagie ayant lieu dans I'épiderme, et de décrypter la fonction précise de

chacune d’elles dans ce processus.

Les substrats des PADs actuellement identifiés dans I’épiderme et le follicule pileux correspondent
majoritairement a des protéines structurales présentes en quantité abondante dans les cellules, et
pour certaines, possédant un grand nombre d’arginines (notamment la FLG et la TCHH ;

). Il est cependant probable que d’autres protéines ou peptides soient les cibles de ces enzymes.
Dans I'objectif d’identifier les autres substrats des PADs dans I'épiderme et le follicule pileux, on peut
envisager, a long terme, de développer une analyse du « citrullinome » (ensemble des protéines
citrullinées ou désiminées) de I'épiderme et du follicule pileux humains par spectrométrie de masse.
La difficulté de cette analyse réside dans le fait que la modification d’une arginine en citrulline
n’engendre qu’une augmentation de masse d’environ 1 Da (0,9802 Da). Il est actuellement possible
de détecter cette faible variation de masse avec les spectrometres a haute résolution les plus
modernes, mais il reste cependant impossible de distinguer la désimination de la déamidation, qui
engendre une augmentation de masse similaire (1,0036 Da), en se basant sur la différence de masse
uniquement. La comparaison des spectrogrammes obtenus avec les bases de données semble donc
étre encore tres délicate. Quelques équipes ont tout de méme mis en évidence par cette technique
des protéines désiminées dans des extraits protéiques complexes, comme par exemple le liquide
synovial de patients atteints de polyarthrite rhumatoide . D’autres méthodes
d’étude du citrullinome dans des échantillons complexes par spéctrométrie de masse ont été
développées, dans lesquelles les résidus citrulline sont chimiquement modifiés préalablement a
I'analyse pour augmenter leur masse, et donc la sensibilité de détection, et parfois aussi pour
enrichir les échantillons en peptides désiminés L
serait donc trés intéressant d’établir une collaboration avec une des rares équipes dans le monde
capables de réaliser ce genre d’analyse dans le but d’identifier de nouveaux substrats des PADs. Il
s’agit ici d’un projet d’envergure mais qui pourrait étre extrémement novateur et informatif.

Une autre approche pourrait étre d’analyser les extraits protéiques des ERHs traités ou non avec
le Cl-amidine, inhibiteurs des PADs , des ERHs contréles et shPAD1/shPAD3, ou encore

de la peau et des poils de souris déficientes en PAD3 et de souris contréles, en électrophorese
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différentielle sur gels bidimensionnels (2D-DIGE), et d’analyser les protéines différemment exprimées
par spectrométrie de masse. Ceci devrait aussi permettre d’identifier de nouveaux substrats des
PADs dans I'épiderme et le follicule pileux, de mieux comprendre via quels cibles les PADs sont
impliquées dans la régulation de I'autophagie, ou méme de décrypter des voies métaboliques

impliquant les PADs encore inconnues.

Les PADs jouant un rble essentiel dans le métabolisme de la FLG, on peut suspecter une
implication potentielle de ces enzymes dans certaines pathologies cutanées telle que la dermatite
atopique. A long terme, un des projets de I'équipe est d’analyser la présence de mutations touchant
les genes PADI1 ou PADI3 au sein de cohortes de patients atteints de dermatique atopique (non
porteurs de mutations « perte de fonction » de la FLG). D’apres les résultats obtenus pendant ma
these, on s’attend plus fortement a détecter des mutations touchant le gene PADI1 que le gene
PADI3 chez certains patients, puisque la déficience en PAD3 chez les patients atteints du syndrome
des cheveux incoiffables ne semble pas avoir d'impact sur 'lhoméostasie de leur épiderme

. L'expression et I'activité des PADs pourront de plus étre analysées dans I"épiderme des
patients atteints de dermatite atopique en peau lésionnelle ou non-lésionnelle, et en comparaison a
des individus sains. Quelques données préliminaires, publiées dans un brevet dont certains membres
de mon équipe sont co-inventeurs (et dont l'objet est l'identification de I’acéfylline comme
activateurs des PADs ; brevet n°W02012140095), montrent que I'activité des PADs semble réduite
dans I'épiderme des patients atteints de dermatite atopique. Ces analyses n’ont cependant été
effectuées que sur les biopsies de sept patients et restent donc a étendre sur un nombre

d’échantillons plus important.

L'ensemble des perspectives de ce travail de these, a court, moyen et long termes, sont

synthétisées dans le tableau qui suit
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Tableau 7 : Résumé des perspectives de mon travail de thése en 6 objectifs et détails des stratégies
envisagées a court (en vert), moyen (en bleu) et long terme (en violet).

Perspectives

Objectif 1

Stratégies

Objectif 2
Stratégies

Objectif 3

Stratégies

Objectif 4

Stratégies

Objectif 5

Stratégies

Objectif 6

Stratégies

Mieux comprendre le lien entre PADs et autophagie

e Déterminer si le flux autophagique est ralenti ou activé dans les ERHs traités avec le Cl-
amidine en utilisant un inhibiteur des étapes tardives de l'autophagie telle que la
chloroquine (inhibition de la fusion autophagosome/lysosome).

e Tester siles PADs sont détectées au sein des autophagosomes.

e Analyser I'expression des diverses acteurs impliqués dans la régulation de I'autophagie
dans I’épiderme (Beclinl, mTOR, p18, BNIP3, ...) en western blot et en immunohistologie
dans les ERHs traités ou non avec le Cl-amidine.

e Tester si 'autophagie est perturbée dans I'épiderme des souris déficientes en PAD3 (et
dans les ERHs shPAD1 et shPAD3).

Tester la nécessité stricte de la FLG dans I'adaptabilité des kératinocytes humains a
la sécheresse atmosphérique

e Produire des ERHs déficients en FLG en conditions seche et humide et comparer leur
phénotype a ceux des ERHs contréles produits dans ces mémes conditions.

Identifier les régulateurs de I'activité des PADs, de la protéolyse de la FLG et de la
différenciation épidermique en fonction du taux d’humidité ambiante

e Analyser l'expression/lI'activité de PTPN22 (inhibiteur de la PAD4) et tester son
implication dans le contréle des PADs 1 et 3 dans les kératinocytes et dans les ERHs
produits en conditions séche versus humide.

e Analyser I'expression/I'activité de canaux calciques (et éventuellement d’autres canaux
ioniques), ainsi que des aquaporines entre ERHs produits en conditions séche versus
humide.

e Tester I'effet de I'inhibition des canaux calciques (en utilisant la néfidipine par exemple)
dans les ERHs produits en condition séche.

e Comparer le transcriptome et le miRNome des ERHs produits en conditions seche et
humide.

Décrypter les roles spécifiques des PADs 1 et 3 dans I’épiderme et dans le follicule
pileux

e Etudier en détail le phénotype cutané des souris déficientes en PAD3

e Produire des ERHs déficients en PAD1 et/ou PAD3 et étudier leur phénotype.

Identifier de nouveaux substrats des PADs dans I'épiderme et dans le follicule pileux

e Réaliser une analyse protéomique différentielle en 2D-DIGE couplée a de la
spectrométrie de masse (en utilisant des extraits protéiques d’ERHs traités ou non avec
les inhibiteurs, ou d’ERHs shPAD1 et shPAD3 et contréles, ou de la peau et des poils des
souris déficientes en PAD3 et sauvages).

¢ Analyser le «citrullinome » en spectrométrie de masse (en utilisant des extraits
d’épiderme ou de follicules pileux humains).

Tester I'implication des PADs dans la dermatite atopique

e Comparer I'expression et 'activité des PADs dans des biopsies de peau d’individus sains
et de patients.

e Rechercher une association entre des mutations des genes PADI1 (et PADI3) et la
maladie.
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ANNEXE 1

Nombre d’arginine dans les séquences de référence de la TCHH et de la FLG

TCHH

NP_009044.2

61
121
181
241
301
361
421
481
541
501
6561
721
781
841
s01
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1321

Domaine central répétitif (en bleu) :
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RFEPRDROLE
OEREERRAEE
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RREOOLRRKQ
EQOLRREQEE
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EEERRERWLK
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RLKREEVERL
REEEEERLEQ
SRPREKQEGCOR
RORLSARPPL
ORRERADDLQ
KEQOLLOEEE
RKDKKLOOKE
RKKDELOQOEE
RKEEELOOEE
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EEEELOROKR
ROSOODLOHL
LREEREEKRR
ORLRROERER
ROERERKFLE
RKFREQELRS
EOLROEREEQ
FREDEQLLOE
EOQOLRROERD
RROERYRKIL
EOQOLROEREEQ
EOELWOEEEQ
ASVPVRSSPL

ITEIFNOYVS
FNEFLLFIFK
EEPGORRROK
EQLOSCKGHE
TVLRKEEEKL
EEERREQDEE
ERREQOLRRE
EERHEOKHED
LEEEERREQD
KREEEKRLEQD
EQEERREORL
RLKREHEEER
RROEQEEKRR
REOREROLRA
EEEDGLOEDQD
EELOREEREK
EQLLGEEPEK
EQLLREEREK
ECQLLREEPEK
EQOLLREEPEK
KORYRDEDOR
LGEOQERDRE
ROETDRKFRE
KFLKEEQOLR
EEOOLROERH
OEPERKFLEE
OLSROERDRK
REEQOLHROE
RKFREEEDQOL
EEEQLRPERE
OLEPOORDGK
KRROERERKL
YEYIOEQRSO

HDCDGAALTK
VAQACYYALG
ROEQERELAE
TEEFPDEEOL
OEEEPORORE
RREQOERRED
OOLRREQOLR
ERREQRLKRE
ERREQQLRRE
ERREQRLKRE
KREEPEEERR
REQELAEEED
RRESELOWOE
EEROOREORF
ERRRSOEORR
RRROEQEROY
RRROEREKKY
RRLOEREROY
RRROEREROC
RRROELEROY
SDLEKWOWEPE
OERRRWOORD
EEQOLLOEREE
COEREQOLRO
RKFREEEOLL
EQOLHROORD
FRLEECKVRR
RDRKFLEEEP
RROERERKFL
EQOLRROERD
YRWEEEQLOL
REEHIRROOK
YRP

KDLKNLLERE
OATGLDEEKR
GEEQSEKQER
RRRELLELRR
LOEEEEQLRK
OEERREQQLR
REQQOLRREQO
OEERRDWLKR
OEERREQRLK
OEERRDOLLK
OOLLKSEEQE
EQARERIKSR
EERAHROQOE
LPEEEEKECQR
DOKWRWOLEE
REEEQLOQEE
REEEELOCQEE
REEEELOCEE
REEEELOCEE
REEEELOQEE
KENAVRDNKY
RHFPEEECQLE
OPLRROERDR
DRDRKFREEE
OEREEQOLHR
RKFLOEEQOL
OEQERKFMED
OLRROEREQO
OEEQOLRROE
RKFREEEQLR
EEQEQRLROE
EEQRHROVGE

377 arginines (R) / 1580 acides aminés totaux

soit 23,9% d’arginine

FGAVLRRPHD
ARCDGKESLL
LEQRDRORRD
KGREEKOOOR
LEROELRRER
REQEERREQO
LRREQOLRRE
EEETERHECE
ROEEEERLOO
REEERROCRL
ERROOOLRRE
IPKWOWOLES
EEQRRDFTWO
RRORREREKE
ERKRRRHTLY
EQOLLREEREK
EOLLREEREK
EQLLGEERET
EOLLREEREK
EOLLREEQEK
YCKGRENEQF
REEQKEAKRR
KFREEELRHO
QOLSROERDR
OERDRKFLEE
RROERGOORR
EOQLRROEGO
LRHDRDRKFR
LERKFREEEQ
QEREEQOLRS
RDROYRAEEQD
IKSOEGKGHG

PKTVDLILEL
ODRROEEDOR
EELWROROEW
RERQODRVFOE
PEEEQODORL
LRREQEEERR
OOLRREQOLR
RRKOOLKRDOD
RLRSEQOLRR
KREQEERLEQ
OOERREQRLK
EADARQSKVY
WOAEEKSERG
LOFLEEEEQL
AKPALOEQOLR
RRROERERQY
RRROEWERQY
RRROELERQY
RRROELERQY
RROEREROYR
ROLEDSOLRD
DRKSOEEKOL
EQGRKFLEEE
KFREEEQDVR
EQOLRROERD
ODRDRKFREE
OOLROERDRK
EEEQLLOEGE
LROETEQEQL
OESDRKFREE
FATOEKSRRE
RLLEPGTHOF
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FLG

NP_002007.1
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131
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301
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541
6501
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721
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§41
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GOSEGSERTSR
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ADEQSRDGSR
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TOTSSGGEOAA
OASDNEGHSE
SHGWTGESTR
HSGSHHSHTT
SOAVOGOSEG
REHOEDRAGH
HSGIGHGOAS
REGETSGHEG
RGHPGSSREG
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3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

Domaine central répétitif (en bleu) :

ROGYHHEHSV
RHHEASTHAD
GSVOEQSRHG
RHGSRHOOS A
AGPHOOSHQOE
SSRHSASQOEG
GSRSASROTR
ODSDSQGHSE
HHAENSSGGO
GSQASDSEGH
ESAHGRAGPS
SGHSGSHHSH
RHSOSGOGES
HPGSSHROTA
EGTEROKGOS
GKDHPRYYAT

DSSGHSGSHH
ISRHSQAVOG
SRHPRSHHED
DESRHSEGIER
SARDRSEGGERS
DDTIRGHPGS
NDEQSGDGSR
DSERWSGSAS
AASSHEDARS
SEDSDTOSVS
TGGROGSRHE
TTSOGRSDAS
AGSRRSEROG
SHVOSSPVOS
GLVWRHESYG
YINKDPGELOG

SHTTEOGRED ASRGOSGERE
DSEGSRRERR OGSSVEODED
RAGHGHSADE SROSGTRHAE
GOASSAVRDSE RHWGSSGSDA

GRSGS FNONBIHE DSESAH

SRRGROGSHY
HSWSHHHEAS
RNHRGSAQED
SAGERHGSHH
AHGOAGPHOD
OARDSSRHSA
HGOSGSRSAS
SSVSODSDSE
DSSTAKEHGH
SADYDYGESG
HSSDISKOLG

EQOSVDRSEGHS
TOADSSRHEO
SRDGSRHPTS
Q0SADSSRHS
SHOESTRGRS
SOEGODTIRG
RETRNEECQSG
AYPEDSERRS
FSSLSODSAY
FRHSCHGSVS
FSOSORYYYY

364 arginines (R) / 3234 acides aminés totaux

soit 11,2% d’arginine

ASRTTRNEEQ
SEGHSEDSER
TSSGGOAASS
SDEEGHSEES
GRTRTSTGRR
GSHHSHTTSO
SGOGOSAGER
HHEDRAGHGH

SGDSSRHSVS
WSGSASRNHR
HEQARSSPGE
DTOSYVSGHGD
OGSHHEQARD
GRSDASRGOS
TSRNOGSSVS
SAESSROSGT

GIGHGOASSA VRDSGHRGSS
AGRSGREGSEIEENEE HE0S
HPGSRRGGRD GSYHEQSVIDR
DGSRHSGSRH HEASTQADSS
ESASRENHHGS SREQSRDGSR
HSGIQSRGSP HSSSSYHYQS
YNSNPVVFKE RSDICKASAF
E

Répétitions :
Répétition de FLG Nombre d’arginines Nombre total de résidus % d’arginine
1 36 324 11,1
2 38 324 11,7
3 38 323 11,7
4 38 323 11,7
5 35 324 10,8
6 36 324 11,1
7 32 323 9,9
8 34 323 10,5
9 40 323 12,3
10 37 323 11,5

Les peptides de liaisons sont indiqués en - (séquence de référence) et - (séquence
homologue).

On peut noter que le domaine S100 (acides aminés 1-81) contient seulement 1 arginine et le domaine
correspondant au « spacer" et a une sous-unité de FLG incomplére (acides aminés 82-468) contient 47
arginines soit 9,9%.
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ANNEXE 2

Alignement multiple des séquences peptidiques des PADs humaines

\A/ \

v A4/

Les acides aminés conservés a plus de 90% sont indiqués en rouge et ceux conservés a plus de 50%
sont indiqués en bleu, les autres sont notés en noir. Les gaps insérés lors de I'alighement multiple
sont représentés par des tirets. Les acides aminés ayant été impliqués dans le site catalytique de la
PAD4 et I'interaction avec le substrat, suite a I'étude cristallographique du complexe PAD4-BAA

, sont indiqués par une fleche verte et surlignés en jaune.

Alignement réalisé en utilisant le logiciel Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin) et les
numéros d’accession suivants: NP_037490.2, NP_031391.2, NP_057317.2, NP_036519.2,
AAR38850.1 pour les PAD1, 2, 3, 4 et 6 respectivement.
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ANNEXE 4

L’acéfylline active la désimination de la filaggrine par les peptidyl-arginine

désiminases dans la partie supérieure de la couche cornée

Marie-Claire Méchin, Laura Cau, Marie-Florence Galliano, Sylvie Daunes-Marion, Stéphane Poigny,
Jean-Louis Vidaluc, Sandrine Bessou-Touya, Hidenari Takahara, Guy Serre, Héléne Duplan et Michel
Simon

Article paru dans Journal of Dermatological Science

Résumé :

Les peptidyl-arginine désiminases (PADs) catalysent une modification post-traductionnelle
calcium-dépendante, appelée désimination (ou citrullination), qui est impliquée dans divers
processus physiologiques et dans des maladies humaines, telles que la polyarthrite rhumatoide et le
cancer. La désimination de la filaggrine (FLG) par les PADs 1 et 3 durant les étapes tardives de la
différenciation kératinocytaire est un événement crucial pour la fonction et I'homéostasie de
I’épiderme. Elle permet la dégradation compléte de la FLG, conduisant a la production d’acides
aminés libres et leurs dérivés, qui sont essentiels pour la photoprotection et I’hydratation de Ila
couche cornée.

L'objectif de cette étude a été d’identifier des activateurs des PADs afin d’augmenter la
protéolyse de la FLG.

Pour cela, une large chimiotheque a d’abord été analysée in silico, puis en utilisant un test
automatisé consistant en une mesure colorimétrique indirecte de I'activité d’une PAD recombinante
humaine. Des activateurs potentiels ont ensuite été validés en utilisant la FLG humaine recombinante
en tant que substrat, puis en les appliquant sur la surface d’épidermes reconstruits humains
tridimensionnels.

Les données obtenues apres criblage ont mis en évidence certains dérivés de xanthine comme
activateurs potentiels des PADs. Parmi 7 dérivés de xanthine testés entre 50 et 300 uM, la caféine, la
théobromine et I'acéfylline ont démontré une meilleure efficacité activatrice sur la désimination in
vitro de la FLG par la PAD1 et la PAD3. Apres application topique d’une formulation contenant 3%
d’acéfylline sur la surface d’épidermes reconstruits, des analyses en western blot et en
immunofluorescence indirecte ont respectivement montré une augmentation de la quantité totale
de protéines désiminées et une augmentation de la désimination au niveau de la couche cornée. Ceci
démontre I'activation des PADs dans les cellules vivantes par I'acéfylline.

En tant gu’activateur des PADs, I'acéfylline sera utile pour étudier le réle de la désimination et
pourrait servir, dans une formulation dermo-cosmétique, a stimuler ou corriger I’hydratation de la

couche cornée de I'épiderme.
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Background: Peptidylarginine deiminases (PADs) catalyze deimination (or citrullination), a calcium-
dependent post-translational modification involved in several physiological processes and human
diseases, such as rheumatoid arthritis and cancer. Deimination of filaggrin (FLG) by PAD1 and PAD3 during
the last steps of keratinocyte differentiation is a crucial event for the epidermis function and homeostasis.
This allows the complete degradation of FLG, leading to the production of free amino acids and their
derivatives that are essential for epidermal photoprotection and moisturizing of the stratum corneum.
Objective: To increase the flux of this catabolic pathway, we searched for activators of PADs.
Methods: A large chemical library was screened first in silico and then by using an automated assay based
on an indirect colorimetric measurement of recombinant human PAD activity. Potential activators were
then confirmed using a recombinant human FLG as a substrate, and secondly after topical application at
the surface of three-dimensional reconstructed human epidermis.
Results: The data obtained after the library screening pointed to xanthine derivatives as potential PAD
activators. Among seven xanthine derivatives tested at 50-300 wM, caffeine, theobromine and acefylline
proved to be the most potent enhancers of in vitro deimination of FLG by PAD1 and PAD3. After topical
application of a gel formulation containing 3% acefylline at the surface of reconstructed epidermis,
immunoblotting analysis showed an increase in the total amount of deiminated proteins, and confocal
microscopy showed an enhanced deimination in the stratum corneum. This demonstrated the activation
of PADs in living cells.
Conclusion: As a PAD activator, acefylline will be useful to study the role of deimination and could be
proposed to increase or correct the hydration of the cornified layers of the epidermis.

© 2015 Japanese Society for Investigative Dermatology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights

reserved.

1. Introduction

regulation of gene expression and also in severe human diseases
such as rheumatoid arthritis, neurodegenerative diseases and

Deimination (or citrullination) is a calcium-dependent post- cancer [1-4]. It corresponds to the transformation by a peptidy-
translational modification of proteins involved in physiological larginine deiminase (PAD) of a positively charged arginyl residue
processes, such as epidermal differentiation, inflammation, into a neutral citrullyl residue. This resulting loss of charge induces

conformational changes of the substrates and therefore potentially
modifies their interactions, structure and function. Several

Abbreviations: FLG, filaggrin; LUT, lookup table; PAD, peptidylarginine substrates, especially structural proteins, have already been

deiminase.

identified (e.g. the o and [3 chains of fibrin, myelin basic protein,

* Corresponding author at. UDEAR CNRS-UPS UMRS5165, Place du Dr Baylac, CHU vimentin, histones H2A, H3 and H4). Five PAD isotypes (PAD1-4

Purpan TSA40031, 31059 Toulouse Cedex, France. Fax: +33 56149 9036.
E-mail address: michel.simon@udear.cnrs.fr (M. Simon).
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and 6), encoded by five distinct genes clustered at 1p35-36 in the

0923-1811/ © 2015 Japanese Society for Investigative Dermatology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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human genome [5], have been characterized. Each displays a
specific pattern of tissue expression [5].

In the epidermis, three isoforms of PAD are expressed, namely
PAD1-3. Filaggin (FLG) is one of the substrates of PAD1 and PAD3
[6-8]. FLG is a protein essential to epidermal homeostasis. Non-
sense mutations of its gene cause Ichthyosis vulgaris and are the
main genetic risk factor for Atopic dermatitis (atopic eczema).
These two frequent human diseases are associated with cutaneous
dryness [9-11]. Silencing its expression in reconstructed human
epidermis profoundly affects keratinocyte differentiation and the
barrier function of the stratum corneum [12,13]. Absence of
filaggrin in Flg~/~ newborn mice induces dry scaly skin, and
fragility and increased permeability of thestratum corneum [14]. At
the molecular level, FLG interacts with and facilitates the
aggregation of keratin intermediate filaments. It is partly cross-
linked to a resistant pericellular structure called the cornified cell
envelope. Finally, its complete proteolysis in the outer stratum
corneum leads to the production of free amino-acids and two of
their derivatives, i.e., pyrrolidone carboxylic and trans-urocanic
acids, which are crucial for moisturizing the stratum corneum and
for skin photo-protection, respectively [12,13,15-17]. Deimination
of FLG improves its degradation, probably by promoting its
detachment from the aggregated keratins and changes in its
structure [18,19]. Therefore, in order to control stratum corneum
moisturization, photo-protection of the skin and epidermal
homeostasis through the FLG metabolism, it could be relevant
to increase PAD1 and/or PAD3 activity in the epidermis.

In order to identify PAD1 and PAD3 activators, three successive
assays were performed. Firstly, a large library of chemical
compounds was screenedin silico. Secondly, the selected candi-
dates were tested using automated PAD activity assays in vitro.
Thirdly, the best hits were confirmed using an in vitro FLG
deimination assay. Finally, topical applications of gel formulations
on three-dimensional reconstructed human epidermis (RHE) were
used to demonstrate that acefylline increased deimination in the
stratum corneum.

2. Materials and methods
2.1. Material and chemicals

Purified recombinant human PAD1 and PAD3 (active forms
without any tag), and purified recombinant human FLG (FLG-His)
were produced and purified as previously described [6,19,20].
Dimethyl sulfoxide (DMSO), streptomycin, STI, trypsin and its
synthetic substrate BAPNA were purchased from Sigma-Aldrich
(L'Isle-d’Abeau Chesnes, France). Trypsin was used in a 100 mM
Hepes buffer pH 7.5 (Sigma-Aldrich). The irreversible inhibitor of
serine proteases, 4-(2-aminoethyl)-benzene-sulfonyl-fluoride-hy-
drochloride (AEBSF) was from Fisher Scientific (Illkirch, France).
Deimination reactions were performed in conical bottomed 96-
well microplates (ABgene, Thermo Fisher Scientific) and final
optical densities were measured in clear flat bottomed 96-well
microplates (Nunc, Thermo Fisher Scientific). The EpMotion® 5075
TMX automated pipetting system (Eppendorf, France) was used
under the control of the Ep Blue ID software (Eppendorf). Caffeine,
theobromine, acefylline and its TEA- and Na-salts were obtained
from the Pierre Fabre Medicament Library of pure compounds.
Acefylline TEA- and Na-salts were synthetized as previously
described [21].

2.2. Antibodies
AHF11, a specific murine monoclonal antibody directed to

human filaggrin was used as previously described [8]. The anti-
modified citrulline (AMC) antibodies were used at 0.08 pg/mL for

Western blotting and 0.2 .g/mL for immunohistology, as previously
described [22,23]. Negative controls were performed with 3-h
incubations at 37 °C with ultra-pure water instead of the chemical
modification buffer normally used before AMC detection. The anti-
tetra-His (Qiagen, Hilden, Germany) antibody was used at 0.10 g/
mL in Western blot experiments. An anti-actin monoclonal antibody
(clone C4) was from Merck Millipore (Darmstadt, Germany).
Horseradish peroxidase-labelled goat anti-mouse IgG (H+L) from
Bethyl Laboratories Inc. (Montgomery, USA) were used at 1/10,000
for Western blotting analysis with the ECL detection kit from GE
Healthcare Europe (Velizy-Villacoublay, France). Horseradish per-
oxidase-labelled goat anti-rabbit IgG (H +L) from Southern Biotech
(Birmingham, USA) was used at 1/10,000 for histochemistry with
3,3’-diaminobenzidine (Dako France, Les Ullis, France) as the
chromogenic substrate. The Alexa Fluor™ 555 goat anti-rabbit IgG
(H+L) from Invitrogen Life Technologies (Saint Aubin, France) was
diluted to 1/1000 to perform confocal microscopy.

2.3. Automated indirect screening of PAD modulators

An indirect PAD activity assay (named indirect STI-trypsin
assay) was derived from previously published reports [7,8,24,25],
miniaturized using conical bottomed 96-well microplates and set
up on the EpMotion® 5075 TMX automated pipetting system
(Supplementary information Fig. S1). It was based on a two steps
procedure. Firstly, PAD1 or PAD3 (40 mU for each test) were
incubated for 30min at 37°C in 20 L of deimination buffer
(100mM Hepes buffer pH7.5, 10mM CaCl, and 5mM DTT)
containing the Kunitz soybean trypsin inhibitor (STI) as the
substrate and either a selected compound in 1% DMSO or 1% DMSO
alone (as the control). The deimination reaction was stopped by the
addition of EDTA at 10 mM. Secondly, 2.5 g of trypsin and 400 .M
of its synthetic substrate, Na-benzoyl-arginine-p-nitro-anilide
(BAPNA), were added. A second incubation was performed for
30min at 37°C. Cleavage of BAPNA produced yellow colored p-
nitro-aniline. Trypsin activity was stopped by the addition of
AEBSF to reach a final concentration of 2 mM. Finally, the amount
of produced p-nitro-aniline was quantified at 405 nm. Difference in
absorbance was related to the effect of the tested compound on
PAD activity: increased deimination of STI reduced its inhibitory
action on trypsin and therefore induced an enhancement of the
absorbance whereas decreased deimination of STl induced a higher
trypsin inhibition and therefore a decrease of the absorbance. Each
assay was performed in triplicate.

2.4. Screening of PAD modulators with a direct FLG-deimination assay

Modulation of PAD1 and PAD3 activities was measured using
purified human recombinant FLG-His as a substrate, as previously
described [8], in the presence of 50 and 200 wM of the various
compounds, especially xanthine derivatives (Supplementary
information Table S1), or with the corresponding vehicle (1%
DMSO or ultra-pure water) as a control. Each potent modulator was
directly added into the reaction mixture containing 100 ng of Fil-
His and 40 mU of PAD1 or PAD3. After incubation at 37 °C, samples
were separated by SDS-PAGE, electrotransferred onto nitrocellu-
lose membranes, and immunodetected, as previously described
[8], with AHF11 (0.40 p.g/mL), AMC and anti-tetra-His antibodies.
The intensity of the immunodetection signals was quantified using
Image] 1.48c (National Institutes of Health).

2.5. Analysis of the effect of a topical application on RHES of
formulations containing xanthine derivatives

RHEs (0.33 cm?) were produced as previously described [26]. At
day 14, they were topically treated for 24h with 5mg/cm? of

Please cite this article in press as: M.-C. Méchin, et al., Acefylline activates filaggrin deimination by peptidylarginine deiminases in the upper
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aqueous gel formulations with or without 3% of either Na-
acefylline or TEA-acefylline salts (Supplementary information
Table S2). Total proteins of one half of each RHE were extracted in
100 pL of Laemmli buffer. After boiling for 5min, they were
analyzed by Western blotting. Using image] software, the intensity
of immunoreactivities was quantified, normalized to actin and
expressed in comparison with controls. The second half of each
RHE was included in Tissue-Tek® OCT compound (Sakura,
Villeneuve Dasq, France), and 6-pwm cryosections were analyzed
by immunohistochemistry and indirect immunofluorescence, as
previously described [7]. Sections were observed on a Nikon
eclipse 80i microscope equipped with a Nikon DXM 1200C digital
camera and NIS image analysis software (Nikon, Tokyo, Japan).
Immunofluorescence was acquired on a Leica TCS SP8 confocal
microscope (Leica Microsystemes, Nanterre, France) and quanti-
fied. Briefly, using the same acquisition gain for each sample (3
areas from 3 experiments) a set measurement was performed
using an “adjust-set threshold” at a minimum of 20 and a
maximum of 255. Fluorescence intensity was expressed as the
mean grey value & sem for control RHE or treated RHE. For visual
representation the intensity of the fluorescence signals was coded
as a color gradient with a 16-colors lookup table (LUT), using the
Image] software.

2.6. Statistical analysis

Statistical differences were determined using student t-tests. A
p value < 0.05 was considered significant.

3. Results and discussion
3.1. In silico screening of a chemical library

In order to identify activators of PAD1 and PAD3, we screened
the large Pierre Fabre Medicament Library of chemical compounds.
To reduce the number of compounds to be tested experimentally, a
first in silico screening was performed based on the structural
backbones derived from synthetic substrates (e.g., benzoyl-
arginine ethyl ester (BAEE)) or inhibitors (the pan inhibitors Cl-
amidine or EDTA) of the enzymes known in the literature [27-32].
We also selected compounds representative of the structural
variability of the whole library. In this way, 211 molecules were
preselected.

3.2. Development of an automated assay to measure PAD activity, and
identification of PAD1 and PAD3 potential activators

Next, to identify the best potential modulators of PAD1 and
PAD3, a simple, robust colorimetric PAD assay reproducible in vitro
was developed, miniaturized and automated (Supplementary
Fig. S1A). We took advantage of the fact that deimination
inactivates STI, a trypsin inhibitor [24]. Full trypsin activity
produced an OD of 0.83. In the presence of STI, trypsin was
almost completely inhibited, with a residual OD of 0.15. When STI
was preincubated in the presence of either human PAD1 or human
PAD3, produced as recombinant forms, the trypsin activity
increased. We fixed conditions in such a way as to be able to
recognize either an inhibition or an activation of the PADs, when
STI was deiminated in the presence of a tested compound
(Supplementary Fig. S1B).

Three successive screenings of the selected compounds were
performed using this so called indirect STI-trypsin assay. The
molecules were used at 5mM or 50 M depending on their
solubility in DMSO. At each round, a compound was selected if
PAD1 and/or PAD3 activity was activated by at least 20%. At the end,
eight potential activators were identified. Among them, one of the

best candidates was the compound 80959, a xanthine derivative
(its chemical structure is indicated in the Supplementary Table S1).
Both PAD1 and PAD3 activity was increased by a factor of 2. Dose-
effect analysis, between 0.78 and 50 pM, clearly confirmed the
activation of the two isoforms, with an effective concentration
(EC50) around 10 M (Fig. 1).

3.3. Activation of PAD1 and PAD3 by caffeine, theobromine and
acefylline, alone or in combinations

Since the aim of this work was to identify PAD1 and PAD3
activators with the objective of increasing FLG deimination in a
cosmetic/dermatological formulation, we then tested the effect of
compound 80959 on the deimination of a recombinant form (FLG-
His) of the physiological substrate human FLG. Based on the
similarity of their structure to this compound, we also tested six
other molecules of the xanthine family (Supplementary Table S1A),
especially the well-known caffeine. As a control modulator and
since no available activator was known, we used streptomycin, a
known inhibitor of PAD4 with an IC50 of 1.8 £ 0.3 mM [33].

In the absence of any additives and as previously described [8],
the non-deiminated FLG-His was immunodetected on Western
blotting by AHF11, a FLG-specific monoclonal antibody, as a band
around 40kDa (Fig. 2A). After incubation with a PAD, the fully
deiminated protein corresponded to a band around 70kDa, and
intermediate forms showed up as an immunodetected smear
between 40 and 70kDa. These deiminated forms were immuno-
detected by the anti-modified citrulline antibody AMC.

We observed efficient inhibition of PAD1 and PAD3 by
streptomycin (data not shown). Surprisingly and for unexplained
reasons, in this assay compound 80959 appeared to be an inhibitor

Fig. 1. Activation of PAD1 and PAD3 by a xanthine derivative. The indirect STI-
trypsin assay was used to test the effect on PAD1 and PAD3, as indicated, of the
compound 80959 used at different concentrations (from 50 to 0.78125 wM) in 1%
DMSO. The absorbance values were normalized to that obtained in the presence of
DMSO only. Each assay was done in triplicate. Significant p-values (<0.05) are
indicated by an asterisk.
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Fig. 2. Activation of PAD1 and PAD3 by caffeine, theobromine and acefylline in a direct assay using FLG. (A) Purified recombinant FLG-His was incubated with PAD1 and PAD3,
as indicated, for various lengths of time (5, 60 or 180 min) in the presence of caffeine (caf) diluted to 50 .M in DMSO, of theobromine (theo) at 200 M, of acefylline (ace) at
200 M and in DMSO alone (d). Times of incubation were chosen in function of the relative efficacy of each PAD, in order to be in suboptimal conditions. The reaction products
were then analyzed by Western blotting with the AHF11 monoclonal antibody specific for FLG and with an antibody directed to modified citrullines (AMC). Representative
blots are shown. Unmodified FLG is detected by AHF11 as a ~40kDa protein, indicating equal loading, but not by AMC. Deimination induces a progressive increase in the
apparent molecular mass of FLG, up to 75 kDa, and its detection by AMC. Molecular mass markers are indicated in kDa on the left. (B) Similar experiments were performed in
triplicates with the three chemicals diluted to 312.5 wM in ultra-pure water or with water alone. Blots were then scanned and immunodetection intensities quantified. Mean
relative immunodetection intensities and sem are indicated. (C) Recombinant FLG and PADs were incubated with a combination of the indicated compounds, each at

312.5 uM in ultra-pure water, and relative immunodetection intensities are given.

of both enzymes. As compared to the deimination of FLG in the
presence of the vehicle alone, the most potent activators proved to
be caffeine, theobromine and acefylline (Supplementary Table S1
and Fig. 2A). As evaluated by image ] quantifications of the
immunoreactive bands, in the presence of one of the three
xanthine derivatives, the activities of PAD1 and PAD3 increased
around 1.5 and 2 times, respectively (Fig. 2B). Furthermore, the
three xanthine derivatives used in combinations activated PAD1
and PAD3 with comparable effects (Fig. 2C). In contrast, other
xanthine derivatives used at the same concentration range (50 or
300 wM), paraxanthine and hydroxy-ethyl-theophylline, had no
clear effect on PAD1 or PAD3 activity.

3.4. Increased amounts of deiminated proteins in RHEs topically
treated with acefylline-salted formulations

Since acefylline appeared as the best molecule to activate PAD1
and PAD3 in vitro, it was used for subsequent experiments. We first
showed that acefylline did not display cytotoxic effects when
added at concentrations between 50 and 300 wM in the culture
medium of human keratinocytes (Supplementary Fig. S2A). Then,
an assay was designed to confirm its activating effect using RHEs as
a model. After 14 days of culture at the air-liquid interface of
normal human keratinocytes, morphologically differentiated RHE
were obtained with proper expression of differentiation markers,
including FLG, and a functionally competent stratum corneum, as
already reported [12,26]. The RHEs were topically treated for 24 h
with an aqueous gel. The formulations of the control gel (vehicle)
or gels containing (3%w/w) acefylline salts, either Na-acefylline or
tri-ethanol-amine (TEA)-acefylline, are given in Supplementary
Table S2. The morphology of the treated RHE (data not shown) as
well as the cell viability evaluated with the MTT assay (Supple-
mentary Fig. S2B) were not altered confirming the absence of
cytotoxic effects. Deimination was then characterized by Western

blotting analysis of total protein extracts (Fig. 3A and B),
immunohistochemistry (not illustrated) and indirect immunoflu-
orescence (Fig. 3C and D) using the AMC antibody.

Deiminated proteins were detected in the protein extracts and
in the stratum corneum of the RHEs treated with the control
formulation. The labeling was specific to this layer. This
demonstrated for the first time that deimination occurs in RHEs
with a similar pattern as in normal human epidermis in vivo [1,22].
As expected, the amount of deiminated proteins was higher after
treatment of the RHEs with acefylline salts, as compared to control
(Fig. 3A). After quantification, the amount was found increased by a
factor of 1.3+0.35 for TEA-acefylline and 2.38+0.55 for Na-
acefylline. Only the effect of Na-acefylline was shown to be
statistically significant (Fig. 3B, p=0.0437). Inmunohistochemical
analysis confirmed the effect of Na-acefylline on RHEs at the
stratum corneum level (data not shown). Deiminated proteins were
then detected and quantified using indirect immunofluorescence
and confocal microscopy (Fig. 3C and D). As illustrated on a LUT-16
color representation, the labeling seemed to be more intense after
treatment of the RHEs with Na-acefylline (Fig. 3C). The detection
was specific since no labeling was observed in the absence of
chemical modification of citrullines (data not shown). Quantifica-
tion of the immunodetection confirmed the enhancement of
citrulline detection after Na-acefylline treatment of the RHE as
compared to controls (p=0.0308 Fig. 3D).

To the best of our knowledge, only one publication has reported
about PAD activation apart from increased intracellular calcium
concentration. The zeta isoform of Protein Kinase C appeared to
activate PAD4 and the formation of neutrophil extracellular traps
[34]. The effect of PAD4 phosphorylation is unknown but it may
control the nuclear localization of PAD4 or change its conforma-
tion. Similarly, the mechanisms by which acefylline stimulates
PAD1/3 activity is not known. On the other hand, discovery of PAD
inhibitors is a very active field of research [30-32,33,35-40]. In fact
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Fig. 3. Activation of protein deimination in RHEs treated with a gel containing acefylline salts. (A-D) RHEs were topically treated for 24 h with an aqueous gel without any
acefylline salts (1; Ctrl) or containing 3% of either TEA-acefylline (2) or Na-acefylline (3; Na-Ace). (A and B) Total protein extracts were prepared and immunodetected with the
AMC antiserum and with an anti-actin monoclonal antibody. (A) Representative blots. (B) Immunodetected deiminated proteins were quantified and relative intensities are
indicated in arbitrary units (AU). *, p=0.0437. (C and D) Cryosections of the RHEs were analyzed by indirect immunofluorescence with the AMC antibody and a confocal
microscope. Representative images are shown (C), with the intensity of fluorescence transformed to a color gradient (as depicted) using Image] software (right panel), and
quantified fluorescence intensities (n=3) were reported as mean =+ sem (D). *, p=0.0308.

PAD4 or PAD2 inhibitors have been proposed as antineoplastic
agents, especially in breast cancer; they may also reduce the
production of targets for anti-citrullinated proteins autoantibody
in rheumatoid arthritis, decrease disease severity in ulcerative
colitis and multiple sclerosis, and regulate excessive extracellular
trap formation by innate immunity-related cells in several diseases
such as vasculitis, lupus and sepsis. For example, reversible PAD4-
specific inhibitors have recently been characterized [38]. The 7-
amino-quinoline-5,8-dione scaffolds of many of these inhibitors
interact with the active site of the enzymes, being critical for PAD
inhibition [41]. The specificity of the inhibitors should be carefully
considered to avoid possible induction of dry skin as a secondary
effect of inhibition of filaggrin deimination by PAD1/3 in the
epidermis.

Little is known about the biological effects of acefylline, in
particular in the skin. It is considered as a phosphodiesterase
inhibitor. It has been shown that phosphodiesterases, including
subtypes 4 and 6, are expressed in the epidermis and that topical
application of phosphodiesterase inhibitors on the skin is not toxic
[42]. In addition, phosphodiesterase 4 inhibitors, topically applied,
have been shown to improve the lesions of Atopic dermatitis
patients [43], and to reduce itching in mice [44]. Here, we show for
the first time, to our knowledge, that acefylline is a potent activator
of PAD1 and 3. Several studies have pointed out that caffeine
consumption has inhibitory effects against UVB-induced skin
cancer in mice, and non-melanoma skin cancer in humans.
Mechanism studies in mouse skin indicated that caffeine inhibits
the formation of thymine dimers and enhances UVB-induced
apoptosis [45]. Our data support the idea that caffeine may exert its
activity through enhanced formation from FLG of trans-urocanic
acid, a natural UVB filter.

In conclusion, for the first time, we have identified acefylline as
a PAD activator acting both in vitro on recombinant human PAD1
and PAD3, and in cellulo on proteins of RHEs used as a three-
dimensional model. It could be useful as a research tool to increase
PAD activity and study the role of deimination in human epidermis.
Further investigation of its biological effects is necessary to
envisage acefylline as a cosmetic/therapeutic agent to reduce skin
dryness.
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ABSTRACT:

Peptidylarginine deiminases (PADs) catalyze a post-translational modification, named deimination, corresponding to the
transformation of arginine residues into citrulline. So far, their role is still poorly understood even if they have been associated with
numerous physiological and pathological processes. In the epidermis and the hair follicle, three PADs are expressed, namely PAD1,
2 and 3. Deimination of filaggrin (FLG), a major protein of epidermal differentiation, would lead to its detachment from keratin
filaments and allow its full proteolysis. The resulting free amino acids contribute to the barrier function of the cornified layer, the
outmost cellular layer of the epidermis. In the hair follicle, deimination of trichohyalin (TCHH), a FLG-related protein, increases its
solubility and improves its crosslinking by transglutaminase 3 (TGase 3) to keratins, contributing to the hair shaft formation.
However, the function of PADs during keratinocyte differentiation is incompletely described and their involvements in skin diseases
have been poorly investigated.

The objective of my work was to better understand the role of PADs in the metabolism of FLG, and more generally in the epidermis
and hair follicle homeostasis.

First of all, | demonstrated that a major step in the metabolism of human FLG is its deimination by PAD1 and/or PAD3. This
regulates its complete degradation according to the external humidity level. For this purpose, | used reconstructed human
epidermis (RHEs) as an experimental model. Lowering relative humidity from 95 to 30-50% during RHE generation enhanced FLG
proteolysis as well as the resulting amino acid amount. In parallel, PAD1 expression and FLG deimination were highly increased
while the expression or activity of proteases known to target FLG did not vary. Moreover, treatment of RHEs during 24 hours with
Cl-amidine, a PAD inhibitor, partially blocked the effect of dryness on FLG metabolism.

Then, | investigated whether deimination could play a more general role during keratinocyte differentiation. | treated RHEs with
various concentrations of Cl-amidine during 48 hours and | analyzed the effect of treatments on the epidermis morphology. The
inhibition of deimination was dose-dependent and not cytotoxic. At the strongest concentration, Cl-amidine was shown to cause
thinning of the cornified layer, to highly increase the number of transitional cells and to induce accumulation of mitochondria and
vesicles in the cytoplasm of granular keratinocytes. This suggested that cornification, the ultimate stage of keratinocyte
differentiation, is slowed down by Cl-amidine treatment. Besides, as the autophagosome marker LC3B-Il was up-regulated in CI-
amidine treated RHEs, PAD1 and/or PAD3 could be involved in the cornification-associated process of autophagy.

Finally, | participated in a new collaborative work that led to discover the cause of uncombable hair syndrome, a rare genetic
disorder. Mutations of the genes encoding TCHH, PAD3 and TGase 3 were identified in 11 families and were shown to be
responsible for the disease. The nonsense mutation in TCHH gene results in the synthesis, if any, of a very short protein, probably
not able to interact with keratins. Mutations in PAD3 and TGase3 genes were shown to induce structural changes and almost total
absence of activity of the corresponding enzymes. Moreover, examination of Pad3 deficient mice revealed alterations in the hair
morphology. These results allowed a better understanding of this hair disease physiopathology and proved that PAD3 is essential
for the hair shaft morphogenesis.
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RESUME :

Les peptidyl-arginine désiminases (PADs) catalysent une modification post-traductionnelle, appelée désimination, qui correspond a
la transformation des résidus arginine en résidus citrulline. A ce jour, leur réle est encore mal compris, bien qu’elles aient été
impliquées dans divers processus physiologiques et pathologiques. Dans I'épiderme et le follicule pileux, trois d’entre elles sont
exprimées, les PAD1, 2 et 3. La désimination de la filaggrine (FLG), protéine essentielle de la différenciation épidermique, semble
conduire a sa dissociation des filaments de kératines et permettre sa protéolyse totale. Les acides aminés libres ainsi générés sont
nécessaires a la fonction de barriére que remplit la couche cornée, couche cellulaire la plus externe de I'épiderme. Dans le follicule
pileux, la désimination de la trichohyaline (TCHH), protéine apparentée a la FLG, augmente sa solubilité et permet sa liaison
covalente aux kératines par la transglutaminase 3 (TGase 3), ce qui participe a la formation de la tige pilaire. La description du role
des PADs au cours de la différenciation des kératinocytes est cependant encore incompléte, et leurs implications dans les maladies
de peau peu explorée.

L'objectif de mon travail de thése a été de mieux comprendre le role des PADs dans le métabolisme de la FLG et, plus
généralement, dans I’lhoméostasie de I'épiderme et du follicule pileux.

Tout d’abord, j’ai montré que la désimination de la FLG humaine par la PAD1 et/ou 3 est une étape majeure qui permet de réguler
sa dégradation compléte en fonction du taux d’humidité extérieure. Pour cela, j’ai utilisé comme modeéle expérimental des
épidermes reconstruits humains (ERHs). La diminution de I’lhumidité relative lors de leur production, de 95% a 30-50%, augmente la
protéolyse de la FLG et la genése des acides aminés correspondants. En paralléle, I'expression de la PAD1 et le taux de
désimination de la FLG sont fortement accrus alors que ni I’expression ni 'activité des protéases impliquées dans cette protéolyse
ne varient. De plus, le traitement d’ERHs pendant 24 heures avec un inhibiteur des PADs, le Cl-amidine, bloque en partie I'effet de
la sécheresse sur le métabolisme de la FLG.

J'ai ensuite recherché si la désimination joue un role plus global au cours de la différenciation des kératinocytes. J'ai traité des ERHs
avec différentes concentrations de Cl-amidine pendant 48 heures et analysé I'effet du traitement sur leur morphologie. L’inhibition
de la désimination est dose-dépendante et non toxique. A la plus forte concentration, le Cl-amidine entraine un amincissement de
la couche cornée, une augmentation importante du nombre de cellules transitionnelles, et I'accumulation de mitochondries et de
vésicules dans le cytoplasme des kératinocytes granuleux. Ceci permet de proposer que la cornification, derniere étape de la
différenciation kératinocytaire, est retardée. De plus, la protéine LC3B-Il, marqueur des autophagosomes, étant plus fortement
détectée dans les ERHs traités, les PAD1 et/ou 3 pourraient étre impliquées dans le processus d’autophagie associé a la
cornification.

Enfin, j’ai participé a un nouveau projet collaboratif qui a permis de découvrir I'origine d’une maladie génétique rare, le syndrome
des cheveux incoiffables. Des mutations des génes de la TCHH, de la PAD3 ou de la TGase 3 ont été identifiées dans 11 familles et
sont responsables de ce syndrome. La mutation non-sens du géne de la TCHH aboutit a la synthése, si elle a lieu, d’'une forme trés
courte, probablement incapable d’interagir avec les kératines. Les mutations des genes de la PAD3 et de la TGase 3 induisent des
changements structuraux et une quasi-absence de I'activité des enzymes correspondantes. De plus, les souris dont le géne de la
Pad3 a été inactivé présentent des anomalies de la forme des poils. Ces résultats ont permis de comprendre la physiopathologie de
cette maladie des cheveux et ont prouvé que la PAD3 est essentielle a leur morphogenese.
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