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Les substances parfumantes, ou fragrances, sont des composés organiques ayant une odeur 

plaisante, qui peuvent provenir de sources naturelles ou être le résultat d’une synthèse chimique. 

Leur nombre est estimé à plus de 2500. De nombreux cas d’allergies de contact aux substances 

parfumantes ont été recensés et la prévalence estimée dans la population générale est de 1,7 à 

4,1%. Il est difficile pour les patients allergiques d’éviter leur contact car ces substances sont 

omniprésentes dans les produits du quotidien. Elles sont utilisées dans les parfums et les biens de 

consommation parfumés tels que les détergents et autres produits à usage domestique, mais aussi 

dans les produits cosmétiques. Depuis 1999, afin d'informer les consommateurs, 26 substances 

doivent être mentionnées sur le packaging des produits cosmétiques.  

La plupart des molécules allergisantes ont un poids moléculaire inférieur à 1000 Da. Elles sont 

référées comme des haptènes car elles ne sont pas antigéniques par elles-mêmes, mais vont se 

conjuguer avec des protéines de l’épiderme ou du derme. Il y a formation d’un complexe 

antigénique haptène-protéine. Ces haptènes directement réactifs avec les protéines et qui 

peuvent former un complexe sans modification préalable sont appelés haptènes vrais. C’est le cas 

du cinnamaldéhyde (CinA), une molécule capable d’induire une réaction allergique, qui est 

retrouvée dans la cannelle et abondamment présente en tant que substance parfumante dans les 

produits cosmétiques. Les pré-haptènes sont activés par oxydation avant le contact avec la peau 

et les pro-haptènes sont activés de façon enzymatique sur la peau.  

Plusieurs fragrances s’auto-oxydent facilement au contact de l’air ambiant, menant à la formation 

d’allergènes potentiels. C’est le cas du linalol et du limonène, deux terpènes insaturés, dont 

l’autoxydation mène à la formation de différents produits, dont certains sont des allergènes forts. 

Ces produits d’oxydation peuvent être primaires, comme des hydroperoxydes allyliques, ou 

secondaires, comme des alcools allyliques, des époxydes, ou encore des aldéhydes et des cétones 

α,β-insaturés. Les hydroperoxydes allyliques sont considérés comme des allergisants forts d’après 

les résultats du test de sensibilisation sur la souris LLNA. 

Les cellules dendritiques (DC) cutanées jouent un rôle primordial dans la génération d’une allergie 

de contact : dès le premier contact avec la molécule allergisante, les DCs prennent en charge le 

complexe haptène-protéine et migrent jusqu’aux ganglions drainants pour induire une réponse 

lymphocytaire T primaire spécifique de l’haptène. Par ailleurs, les molécules allergisantes génèrent 
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un stress oxydant détecté par le facteur de transcription Nrf2, protéine majeure dans la 

détoxication des xénobiotiques. 

Au cours de la première partie de ce travail, nous avons étudié le mécanisme d’action de ces 

terpènes et leurs hydroperoxydes allyliques sur la lignée cellulaire THP-1, en tant que substitut 

aux cellules dendritiques. Le rôle du facteur de transcription Nrf2 a également été investigué en 

réponse à ces produits.  

Les KCs jouent également un rôle dans l’allergie de contact : ce sont les premières cellules qui vont 

rencontrer la molécule allergisante dans la peau. Ils contiennent des enzymes, telles que les 

cytochromes P450, qui possèdent une activité métabolique requise pour la conversion des 

prohaptènes en haptène biologiquement actif. Cet haptène va ensuite se lier aux protéines pour 

former le complexe antigénique.  

Les consommateurs de produits cosmétiques sont exposés à de faibles concentrations de 

molécules allergisantes, mais plusieurs fois par jour ou par semaine. Or dans la plupart des tests in 

vitro, les molécules allergisantes sont utilisées à des concentrations subtoxiques et les cellules 

exposées une seule fois. 

Le deuxième objectif de ce travail consiste à étudier l’impact de l’exposition répétée d’une 

molécule allergisante, le CinA, sur la différenciation de l’épiderme. 
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La peau, appelée aussi tégument (du latin tegumentum, couverture) pèse 4 kg et a une 

superficie pouvant aller jusqu’à 2m². C’est l’organe le plus lourd et le plus étendu de l’organisme 

(Mélissopoulos and Levacher, 2012). L’épaisseur de la peau est de 2 mm en moyenne, mais elle 

peut être d’1 mm au niveau des paupières et de 4 mm au niveau de la paume des mains. Elle est le 

siège de nombreuses fonctions : de protection, de thermorégulation, sensorielle, d’échanges et de 

métabolisme. Elle est imperméable à l’eau et aux composés hydrophiles grâce à son intégrité 

structurale et ce malgré de fréquents traumatismes mécaniques (Bos, 1997). 

1. Structure de la peau 

La peau doit sa grande résistance aux propriétés physicochimiques de sa couche la plus 

superficielle, le startum corneum ou couche cornée. Cette couche permet également de maintenir 

l’homéostasie du milieu intérieur car elle prévient le dessèchement cutané. Sa résistance physique 

dépend du tissu vivace et dynamique connecté appelé le derme, qui est majoritairement composé 

de fibres de collagène et d’élastine (McLafferty et al., 2012). 

Sur le plan structural, la peau est constituée de trois tissus superposés : le tissu le plus externe est 

l’épiderme (du grec « epi » dessus, et « derma », la peau), le tissu intermédiaire est le derme et le 

tissu le plus profond est l’hypoderme (du grec « hypo », en dessous) (Figure 1). 

L’épiderme est un épithélium de revêtement. Sa fonction principale est la protection de 

l’organisme contre les agressions extérieures. Cette fonction de protection est assurée par la 

cohésion des cellules épithéliales et leur production de protéines fibreuses et résistantes, les 

kératines. Les cellules de l’épiderme sont attachées entre elles par des structures intercellulaires, 

les desmosomes, et attachées au derme par la jonction dermo-épidermique. L’épiderme n’est pas 

vascularisé ; les nutriments proviennent du derme et y pénètrent par diffusion. 

Le derme est un tissu conjonctif constitué d’une substance fondamentale dans laquelle baigne des 

cellules appelées fibroblastes, qui synthétisent des fibres de collagène et d’élastine. Contrairement 

à l’épiderme, le derme est traversé par un grand nombre de vaisseaux et, outre son rôle de 

soutien, il joue un rôle nutritif.  

En dessous du derme se trouve une couche de tissu adipeux formant l’hypoderme. 
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Enfin, dans la peau se trouvent des annexes comprenant des glandes et des phanères. Il existe 

deux sortes de glandes : les glandes sudoripares qui excrètent de la sueur et les glandes sébacées 

qui excrètent le sébum. Les phanères, du mot grec « phaneros » signifiant apparent, sont les poils 

et les ongles (Fuchs, 2016).  

 

Figure 1. Les différentes couches de la peau  
La peau est constituée de trois couches principales. L'épiderme est composé de cellules épithéliales 

étroitement liées ensemble. Le derme est composé de tissus conjonctifs denses, irréguliers qui abritent les 
vaisseaux sanguins, les follicules pileux, les glandes sudoripares et d’autres structures. Sous le derme 
repose l’hypoderme, qui est principalement constitué de tissus adipeux et de tissu conjonctif lâche.  

D’après OpenStax, 2016. 

1.1. L’épiderme 

L’épiderme est un épithélium stratifié et pavimenteux, car il est constitué de plusieurs assises 

cellulaires et les cellules de sa couche superficielle sont plates. On y retrouve quatre types de 

cellules : les kératinocytes (KCs), les mélanocytes, les cellules de Langerhans (LCs) et les cellules de 

Merkel (Kanitakis, 2002). 

Les KCs (du grec « kéras », corne), d’origine ectoblastique, sont les cellules les plus nombreuses de 

l’épiderme puisqu’elles y représentent 90% des cellules.  
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Ces cellules assurent quatre grandes fonctions :  

- de barrière entre les milieux intérieur et extérieur, grâce à leur capacité de différenciation 

et de synthèse de kératines. Les kératines sont des protéines fibreuses intracellulaires qui 

donnent aux cheveux, aux ongles et à la peau leur rigidité et leur propriété de résistance à 

l’eau. Au cours de la différenciation, les KCs migrent de la couche la plus profonde de 

l’épiderme vers la surface. A la surface, ils deviennent anucléés et sont remplacés par les 

cellules des couches plus profondes. L’épiderme est renouvelé environ toutes les trois 

semaines, 

- cohésion de l’épiderme grâce aux jonctions des KCs entre eux, 

- de protection contre les radiations lumineuses, en association avec les mélanocytes, 

- initiation de la réponse immune de l’épiderme. 

Les mélanocytes (du grec « melas », noir) constituent la deuxième grande population cellulaire de 

l’épiderme, leur nombre est estimé à 8% (Yuan and Jin, 2017). Ils proviennent des crêtes neurales 

et colonisent l’épiderme où, à terme, ils sont exclusivement situés dans la couche basale. Leur 

fonction est la synthèse de pigments, appelés mélanines (phéomélanines et eumélanines) dans 

des organites spécialisés, les mélanosomes qui sont ensuite transférés aux KCs. Les mélanines ont 

deux fonctions : elles donnent à la peau sa couleur, les phéomélanines étant des pigments jaunes-

rouges et les eumélanines des pigments brun-noirs. La répartition entre les phéomélanines et les 

eumélanines varie suivant les individus et conditionne leur phototype cutané. Les eumélanines ont 

un effet photoprotecteur car elles absorbent les rayons ultraviolets du soleil et protègent ainsi les 

cellules (Mélissopoulos and Levacher, 2012). 

Les LCs, troisième population cellulaire de l’épiderme, représentent 3 à 8 % des cellules de 

l’épiderme. Ce sont des cellules immunitaires, qui appartiennent au groupe des cellules 

dendritiques (DCs). Les LCs dérivent de cellules souches myéloïdes issues du sac vitellin, qui vont 

migrer à travers les tissus embryonnaires pour rejoindre l’épiderme (Collin and Milne, 2016). Elles 

vont s’y installer et y acquérir leur morphologie dendritique. La forme étoilée de leur corps 

cellulaire se prolonge par de longues dendrites qui leur permettent de capturer les corps étrangers 

ayant franchi la barrière cutanée. 

Les cellules de Merkel constituent la quatrième population cellulaire de l’épiderme, le 

pourcentage de ces cellules varie de 0,5 à 5%. Ce sont des cellules neuro-épithéliales, d’origine 
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nerveuse, qui jouent un rôle de récepteur sensoriel. Elles sont responsables de la stimulation des 

nerfs sensitifs. Ces cellules sont particulièrement abondantes à la surface des mains et des pieds.  

L’épiderme est constitué, selon sa localisation, de quatre ou cinq couches cellulaires, ce qui 

explique son caractère stratifié (Fernandez-Flores, 2015). La grande majorité de la peau est 

considérée comme fine et composée de quatre couches de cellules. De la profondeur vers la 

surface, ces couches sont la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche 

cornée. Une peau plus épaisse est présente sur la plante de pieds et la paume des mains. Elle est 

composée d’une cinquième couche, appelée la couche claire, localisée entre la couche cornée et la 

couche granuleuse (Figure 2). Cette stratification correspond aux changements de forme et 

d’aspects des KCs lorsqu’ils migrent en se différenciant de la profondeur vers la superficie de 

l’épiderme.  

 

Figure 2. Peau fine versus peau épaisse  
Ces lames montrent des sections de l’épiderme et du derme d’une peau fine (a) et épaisse (b). 

Grossissement x 40. Photos fournies par the Regents of University of Michigan Medical School, 2012. 

1.1.1. La couche basale (stratum basale) 

La couche basale (également appelée couche germinative) de l’épiderme est formée de 

l’ensemble des KCs directement en contact avec la jonction dermo-épidermique sur laquelle ils 

s’accrochent (McLafferty et al., 2012). Ils forment une seule assise de cellules cylindriques, 

relativement claires, au cytoplasme et au noyau allongé avec un grand axe perpendiculaire à la 

jonction dermo-épidermique. Les cellules de la couche basale sont liées au derme via l’imbrication 

de fibres de collagène, référées comme la membrane basale. La couche basale est une unique 

couche de cellules, constituée essentiellement de cellules basales. Les cellules basales sont des 

cellules souches de forme cuboïde et sont des précurseurs des KCs de l’épiderme. Tous les KCs 
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sont produits à partir de cette unique couche de cellules, qui est constamment en mitose. Au fur 

et à mesure que les nouvelles cellules sont formées, les cellules existantes sont poussées en 

superficie (Figure 3). 

  

Figure 3. Les couches de l'épiderme  
L’épiderme de la peau épaisse est constitué de cinq couches : la couche basale, la couche épineuse, la 

couche granuleuse, la couche claire et la couche cornée.  
D’après OpenStax, 2016. 

1.1.2. La couche épineuse (stratum spinosum) 

Les KCs qui ont quitté la couche basale deviennent polygonaux, tandis que leur noyau 

s’arrondit et leur cytoplasme devient plus foncé ; la rétractation du cytoplasme due à des artéfacts 

de préparation en microscopie optique standard, donne un aspect épineux à ces KCs, d’où le nom 

de couche épineuse. Les épines correspondent aux desmosomes qui accrochent les KCs entre eux, 

ils assurent une grande cohésion entre les cellules. La couche épineuse est composée de huit à dix 

couches de KCs (Figure 4). Les KCs de cette couche sont pourvus d’un gros noyau vésiculeux 

possédant souvent deux nucléoles. Ils commencent à synthétiser des kératines et à libérer un 
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glycolipide hydrophobe qui prévient la perte en eau du corps. Quand les nouveaux KCs sont 

produits dans la couche basale, les KCs de la couche épineuse sont poussés jusqu’à la couche 

granuleuse. 

1.1.3. La couche granuleuse (stratum granulosum) 

Progressivement, le cytoplasme et le noyau des KCs s’aplatissent, leur grand axe devenant 

parallèle à la jonction dermo-épidermique (Kanitakis, 2002). La membrane des cellules s’épaissit et 

les cellules génèrent une grande quantité de kératines et de kératohyaline, qui forment des 

granulations basophiles dans leur cytoplasme. Ce qui définit la couche suivante, dite couche 

granuleuse (Figure 4). Ce sont ces deux protéines qui donnent aux KCs leur apparence granuleuse. 

La couche granuleuse est formée de trois couches de KCs qui possèdent un noyau ovale et dense 

dans lequel la chromatine se raréfie. Les noyaux et les autres organites se désintègrent au fur et à 

mesure que les cellules meurent. Les kératines, la kératohyaline et les membranes vont former la 

couche claire et la couche cornée.  

1.1.4. La couche claire (stratum lucidum) et la couche cornée (stratum corneum) 

La couche claire est lisse, translucide et localisée juste au-dessus de la couche granuleuse et 

sous la couche cornée (Fernandez-Flores, 2015). Cette fine couche de cellules est présente 

uniquement au niveau de la plante des pieds, du bout des doigts et de la paume des mains. Les 

KCs qui composent la couche claire sont riches en eleidin, une protéine dérivée de la 

kératohyaline, qui donne à ces cellules leur transparence (Yousef and Sharma, 2017). Le noyau se 

fragmente.  

Finalement, les KCs perdent brutalement leur noyau ; ils deviennent des cornéocytes, cellules à 

part entière qui constituent la couche cornée, compacte en profondeur au contact de la couche 

granuleuse et desquamante en superficie. La couche cornée est un ensemble de cellules sans 

noyau, dites « mortes », mais fonctionnelles, réunies entre elles par un cément, l’ensemble 

donnant à l’épiderme sa fonction de barrière. Le cytoplasme des cornéocytes devient floconneux, 

le cément intercellulaire et les cornéodesmosomes entrent en lyse, ce qui aboutit à la 

desquamation des cornéocytes les plus superficiels (Figure 4).  
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Figure 4. Stratification de l'épiderme  
D’après Dubertret et al., 1987. 

La couche cornée est constituée, suivant sa localisation, de quinze à trente couches de cellules. La 

cellule est remplie de kératines qui se présentent sous forme de faisceaux de filaments enrobés 

dans une matrice dense constituée d’une protéine amorphe, la filaggrine. La membrane plasmique 

est remplacée par une coque rigide et insoluble, l’enveloppe cornée (Candi et al., 2005). Elle est 

bordée intérieurement d’une structure protéique (involucrine) qui constitue un véritable squelette 

pour le cornéocyte. Une couche lipidique double la membrane à l’extérieur dans l’espace 

intercellulaire.  
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On distingue deux sous-couches :  

- La couche compacte (stratum compactum), formée des cellules kératinisées étroitement 

soudées. C’est elle qui fait suite à la couche granuleuse et qui assure la fonction barrière de 

l’épiderme. Les desmosomes sont remplacés par des structures simplifiées, les 

cornéodesmosomes, qui assurent la cohésion entre les cornéocytes.  

- La couche desquamante (stratum disjonctum) qui se trouve en surface et au niveau de 

laquelle se fait la desquamation des cellules cornées.  

1.2. Le derme 

Le derme peut être considéré comme le cœur du système tégumentaire (du grec 

« derma », peau), qui se distingue de l’épiderme (« epi », dessus) et de l’hypoderme (« hypo », 

dessous). Il a pour origine le mésoblaste intra-embryonnaire et son épaisseur moyenne est de 1 à 

2 mm (Prost-Squarcioni, 2006). Il contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des nerfs et 

d’autres structures, comme les follicules pileux et les glandes sudoripares. Le derme est constitué 

de deux couches de tissus connectés qui composent un maillage interconnecté d’élastine et de 

collagène, produits par les fibroblastes (Figure 5).  

 

Figure 5. Les couches du derme  
Les deux couches sont constituées de tissus conjonctifs avec des fibres de collagène prolongées. Les 

papilles dermiques étendues jusqu’à l’épiderme appartiennent au derme papillaire, les fibres de collagène 
denses et empaquetées appartiennent au derme réticulaire.  

D’après OpenStax, 2016. 
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Le derme comporte deux régions : 

- la zone superficielle entre les crêtes épidermiques ou « derme papillaire » formée de tissu 

conjonctif lâche qui renferme des fibres de collagènes, fines, isolées et orientées le plus 

souvent perpendiculairement par rapport au plan de la membrane basale, mais aussi les 

anses capillaires terminales et les terminaisons nerveuses. 

- la zone plus profonde ou « derme réticulaire » est formée d’un tissu conjonctif dense où 

les fibres de collagène plus épaisses en faisceaux et les fibres élastiques s’entrecroisent 

dans toutes les directions dans des plans grossièrement parallèles à la surface cutanée. Le 

derme réticulaire contient aussi de petites artérioles et veinules, des petits nerfs, des 

follicules pilo-sébacés (sauf au niveau des paumes et des plantes) et les canaux excréteurs 

des glandes sudoripares. 

Le collagène est une protéine fibreuse, rencontrée dans le milieu extracellulaire de la plupart des 

tissus conjonctifs (Mienaltowski and Birk, 2014). C’est aussi la protéine la plus abondante du corps 

humain et dont la fonction la plus remarquable est de stocker les forces de tension. Elle est 

inextensible. Dix-neuf types de collagènes ont été identifiés et sont différenciés par leur 

morphologie, leur séquence d’acides aminés et leurs propriétés physiques. Les composants 

majeurs du derme sont les collagènes de type I et III. Ils sont sécrétés dans le milieu extracellulaire 

sous forme de procollagène constitué de trois chaines polypeptidiques α qui forment une 

structure hélicoïdale de 300 nm de long et 1,5 mm de diamètre. Ces chaînes polypeptidiques sont 

riches en proline, hydroxyproline et en glycine.  

Les fibres élastiques de la peau sont composées d’élastine, les molécules d’élastine étant 

disposées en fibres et en lames discontinues. La visualisation des fibres élastiques en microscopie 

optique nécessite une oxydation à l’oxone, ce qui est à l’origine de leur appellation de fibres 

oxytalanes. L’élastine est une protéine non glycosylée, très hydrophobe, longue d’environ 830 

acides aminés, riche en proline et en glycine. Elle possède une résistance exceptionnelle aux 

attaques physiques et chimiques. Elle est synthétisée par les fibroblastes sous forme d’un 

précurseur, la tropoélastine qui va se polymériser. 

Il y a un plus grand nombre de cellules dans le derme papillaire que dans le derme réticulaire. Ces 

cellules peuvent être fixes ou mobiles et sont d’origine hématopoïétique. Les cellules fixes sont les 
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fibroblastes. Les cellules mobiles sont les mastocytes, les DCs et les macrophages. Dans de plus 

faibles proportions dans les conditions physiologiques, des plasmocytes, des lymphocytes et des 

granulocytes sont également présents.  

1.3. L’hypoderme 

L’hypoderme est une couche de cellules située directement sous le derme et qui permet de 

connecter la peau aux tissus fibreux situés en dessous des os et des muscles (McLafferty et al., 

2012). C’est un tissu conjonctif bien vascularisé, lâche et adipeux, dont la fonction est le stockage 

des graisses pour isoler le corps de la perte de chaleur. Il amortit le tégument tout en protégeant 

les structures sous-jacentes des traumatismes.  

Le tissu adipeux présent dans l’hypoderme est constitué d’adipocytes, qui sont les cellules qui 

stockent les graisses. Ce stockage sert de réserve d’énergie.  

1. Les acteurs et effecteurs de l’immunité cutanée 

La fonction immune de la peau a été reconnue en 1978, lorsque le terme de tissu lymphoïde 

associé à la peau (« SALT », skin associated lymphoid tissue) est apparu. Ce terme permet de 

décrire le trajet continu des cellules immunes entre la peau, les ganglions lymphatiques la drainant 

et la circulation périphérique (Streilein, 1983). L’expansion de ce concept a également mené au 

terme de système immunitaire de la peau (« SIS », skin immune system).  

Certaines cellules résidentes de la peau sont décrites comme des sentinelles de l’immunité (Nestle 

et al., 2009; Richmond and Harris, 2014). Les KCs sont impliqués dans la détection des pathogènes 

et des signaux de danger, les DCs et les macrophages sont capables d’initier un éventail de 

réponses immunitaires. Les fibroblastes contribuent à la réponse inflammatoire locale et les LTs 

effectuent des fonctions effectrices cruciales.  

2.1. Les kératinocytes 

L’épiderme étant presque entièrement constitué de KCs, ceux-ci forment la première ligne de 

défense contre les menaces de l’extérieur telles que la pression mécanique, les agents 

pathogènes, les ultraviolets (UVs) et les molécules chimiques (Richmond and Harris, 2014). 

Pendant de nombreuses années, la seule mission décrite de ces cellules était de constituer une 
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barrière physique de la peau. Aujourd’hui, les KCs sont considérés comme des cellules actives 

contribuant à la préservation de la barrière immunitaire (Suter et al., 2009).  

Les KCs sont dotés de récepteurs, appelés pattern-recognition receptors (PRRs) qui reconnaissent 

plusieurs composés microbiens conservés au cours de l’évolution et appelés pathogen associated 

molecular patterns (PAMPs). Les PAMPs incluent les lipopolysaccharides, les peptidoglycanes et la 

flagelline (Janeway, 1989). Les PRRs reconnaissent également les molécules libérées en réponse à 

un stress oxydant ou à une blessure physique. La mort des cellules environnantes peut mener à la 

libération de danger-associated molecular patterns (DAMPs), qui peuvent être des fragments 

d’ADN, des cristaux d’acide urique ou des protéines heat shock. Parmi les PRRs, on retrouve les 

Toll-Like Receptors (TLRs) qui sont transmembranaires et présents à la surface cellulaire (TLR1, 

TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6) ou à la surface des compartiments endosomaux (TLR3 et TLR9) (Figure 

6) (Lebre et al., 2007). Les node-like receptors (NLRs) peuvent également reconnaître les PAMPs et 

les DAMPs.  

Une fois activés, ces récepteurs entraînent l’assemblage d’un large complexe multiprotéique 

formé d’un NLR, d’une protéine adaptatrice apoptosis-associated speck-like protein containing a 

caspace recruitment domain (ASC) et de la pro-caspase 1, l’inflammasome (Martinon et al., 2009) 

(Figure 6). L’assemblage de l’inflammasome mène à l’activation de la caspase 1, qui clive la pro- IL-

1β et la pro-IL-18 pour générer des cytokines pro-inflammatoires actives.  

Les chimiokines constituent une superfamille de cytokines chimiotactiques produites après 

stimulation par des signaux de danger. Elles régulent l’activation, la différenciation ainsi que la 

migration des cellules immunitaires (DCs et macrophages par exemple). Il existe 2 classes 

majeures de chimiokines en fonction de la distance séparant deux résidus cystéines conservés : les 

chimiokines α qui contiennent une séquence CXC (cystéine-résidu aléatoire-cystéine) et les 

chimiokines β qui ont une séquence CC (cystéine-cystéine). 

Au contact d’une molécule allergisante, les KCs expriment à leur surface des chimiokines telles que 

CXCL8, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 et des molécules d’adhésion telles que ICAM-1 (intracellular 

adhesion molecule-1). Ces facteurs vont attirer et activer les LCs vers la zone de peau exposée 

(Albanesi, 2010). Les KCs vont également exprimer des molécules inflammatoires comme le tumor 
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necrosis factor α (TNF-α), l’IL-1, l’IL-6 et le granulocyte-macrophage colony stimulating factor 

(Bonneville et al., 2007; Nestle et al., 2009). 

 

Figure 6. Les kératinocytes, senseurs du danger 
 Les KCs sont des sentinelles centrales de la peau qui peuvent reconnaître des agents étrangers et 

dangereux.  
D’après Nestle et al., 2009. 

2.2. Les cellules dendritiques  

Les DCs sont des cellules présentatrices d’antigène (Ag) professionnelles, elles vont internaliser la 

molécule allergisante, migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques et stimuler une réponse des LTs 

naïfs spécifique de cette molécule. Les DC proviennent de cellules souches myéloïdes issues de la 

moelle osseuse. Elles résident principalement dans les tissus périphériques et les organes 

lymphoïdes et forment un réseau de cellules sentinelles, notamment au sein des épithéliums 

muqueux (bouche, œsophage, poumons, vessie), ainsi que dans la peau (Bangert et al., 2011; Fogg 

et al., 2006; Naik et al., 2007). Les DCs de la peau peuvent être classées en tenant compte de leur 

localisation : les LCs sont les principaux sous types de DC de l’épiderme. Elles résident 

constitutivement dans les couches suprabasales de l’épiderme et sont espacées par les KCs. Les 

cellules dendritiques dermales (DDCs) résident dans le derme immédiatement en dessous de la 
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jonction dermo-épidermique et sont dispersées dans tout le compartiment dermique (Nestle et 

al., 2009).   

2.2.1. Les cellules de Langerhans 

En 1868, un étudiant en médecine, Paul Langerhans, alors âgé de dix-huit ans, découvre dans 

l’épiderme un réseau de DCs appartenant au système nerveux. Il publie des dessins originaux de 

ces cellules qui portent son nom (Langerhans, 1868). Quelques années plus tard, il décrira les îlots 

cellulaires du pancréas dits de Langerhans. Pendant plus d’un siècle, les LCs resteront 

mystérieuses. En 1961, Birbeck décrit l’existence d’organites cytoplasmiques, qui sont des 

granules caractéristiques dans les LCs (Valladeau et al., 2000).  

Les LCs sont caractérisées par un type d’organelle spécial connu sous le nom de granule de 

Birbeck, qui est un phagosome particulier. Les granules de Birbeck sont des membranes 

superposées, séparées par des stries répétitives en forme de fermeture Éclair. Ils contiennent une 

vésicule à la fin de ces membranes, ce qui leur donne une forme de raquette de tennis typique 

(Wolff, 1967). La langérine (CD207) guide l’Ag de la surface cellulaire jusqu’à ces granules (Merad 

et al., 2008). Il s’agit d’une molécule transmembranaire, un récepteur de type II (« C-type lectin 

receptor » pour CLR) (Merad et al., 2008). Les CLRs sont des récepteurs qui se lient au mannose et 

à d’autres ligands glycosylés, à travers un domaine de reconnaissance des carbohydrates 

(Valladeau et al., 2000).  

2.2.2. Les cellules dendritiques dermiques 

Les DDCs constituent une autre sous-population de DCs résidentes, capables d’activer le système 

immunitaire après réception d’un signal de danger. Les DDCs sont dérivées d’un précurseur 

myéloïde commun. Elles prolifèrent in situ dans le derme humain quiescent. La division cellulaire 

en condition homéostatique contribue à la maintenance de la population de DCs dans la peau 

(Bogunovic et al., 2006). Elles expriment à leur surface le CD1b, CD1c, CD11c et le CMH de classe II 

(Nestle et al., 1993). Elles possèdent des fonctions communes aux LCs, à savoir la capacité de 

présentation de l’Ag, ainsi que la migration et la stimulation des LTs (Zaba et al., 2009).  
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2.3. Les lymphocytes T 

A l’état basal, la peau contient plus de 2 x 1010  lymphocytes T (LTs) résidents, ce qui est deux 

fois plus que le total de LTs dans le sang (Clark et al., 2006). Après avoir terminé leur maturation 

dans le thymus, les LTs naïfs migrent vers les tissus lymphoïdes périphériques. Les LTs de 

l’épiderme sont principalement localisés dans les couches basales et suprabasales, souvent à 

proximité des LCs. Dans le derme, les LTs sont groupés dans les veinules post capillaires et souvent 

situés sous la jonction dermo-épidermique. Les LTs CD4+ et CD8+ sont présents en nombre égal et 

la plupart sont des LTs mémoires qui expriment le cutaneous lymphocyte-associated antigen (Bos 

and Kapsenberg, 1993; Nomura et al., 2014).  

Les LTs reconnaissent l’Ag étranger présenté par les DCs dans les ganglions lymphatiques via le T-

cell antigen receptor (TCR). Le TCR est un hétérodimère composé de deux sites de fixation à des 

Ags (des chaînes α/β ou γ/δ) qui sont liés de façon non covalente à cinq sous unités CD3 (γ, δ, ɛ, 

ζ/η). Pendant la maturation des cellules T, des réarrangements s’opèrent entre les chaines lourdes 

et légères des TCR (V, J, D, C) et cela résulte en une hétérogénéité et une diversité de l’unité de 

reconnaissance de l’Ag. Les molécules de TCR α/β ou γ/δ doivent aller de pair avec les molécules 

de CD3 pour être insérées dans la membrane des cellules T (Von Boehmer, 2004). Dans une peau 

humaine et saine, les LTs expriment de façon prédominante les TCR α/β plutôt que les γ/δ. Tandis 

que les LTs α/β se lient typiquement à des peptides antigéniques présentés par le CMH, les LTs γ/δ 

ont la capacité de se lier directement aux glycoprotéines dérivées de pathogènes (Bangert et al., 

2011). 

2.3.1. Plasticité des lymphocytes T 

Les sous-types de LTs ont des capacités fonctionnelles différentes. Les LTs CD4+ ont une 

fonction « helper » et les LTs CD8+ agissent comme des cellules effectrices par la sécrétion de 

granules cytotoxiques contenant des perforines ou des granzymes. Cependant, des exceptions 

existent. Les LTs CD4+ peuvent avoir une fonction régulatrice et produire des cytokines différentes, 

ils sont alors classés en plusieurs sous-unités Th1, Th2, Th17, Th22 ou T régulateur (Th pour « T 

helper ») (Bangert et al., 2011).  

Les lymphocytes Th1 produisent de façon prédominante de l’IL-2, de l’IFN (interferon)-γ et du TNF-

α. Ces cellules permettent de protéger l’hôte des pathogènes tels que les virus et les 
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mycobactéries (Gately et al., 1998; Nomura et al., 2014). Une étude a montré que le  1-chloro-2,4-

dinitrobenzene (DNCB), une molécule chimique extrêmement allergisante, entrainait une réponse 

Th1 chez l’homme (Pickard et al., 2007). 

Les lymphocytes Th2 produisent de l’IL-4, de l’IL-5, de l’IL-6, de l’IL-13 et de l’IL-15 (Abbas et al., 

1996; Mosmann et al., 1986; Korn et al., 2009). Les lymphocytes Th2 sont indispensables dans la 

défense contre les pathogènes et ils assistent les lymphocytes B dans la production d’anticorps.  

Les lymphocytes Th17 constituent une sous-population de cellules T qui sont caractérisées par la 

sécrétion d’IL-17, d’IL-23 et l’expression de CCR6 (Korn et al., 2009) (Ivanov et al., 2006). 

L’expression du CCR6 permet de réguler la migration des cellules Th17 vers les sites épithéliaux, 

dépendamment de son ligand CCL20 (Kleinewietfeld et al., 2005). Il a été montré qu’un infiltrat 

massif de LTs produisant de l’IL-17 était présent dans la peau de patients allergiques suite à une 

exposition au nickel (Dyring-Andersen et al., 2013). 

Les lymphocytes Th22 constituent une autre population de LTs associée à la production d’IL-22, 

mais pas d’IL-17 ni d’IFN-γ. Les cellules Th22 ont été isolées de l’épiderme de patients atteints de 

psoriasis et d’eczéma atopique (Boniface et al., 2007; Souwer et al., 2010; Fujita, 2013). 

2.3.2. Les lymphocytes T régulateurs 

Les LTs régulateurs contrôlent la réponse immune et étaient autrefois appelées cellules T 

suppressives (Shevach et al., 2006). Ce sont des cellules immunosuppressives qui contrôlent 

l’étendue et la durée de la réponse immune aux microorganismes. Ils exercent leur fonction 

suppressive en sécrétant les cytokines transforming growth factor β (TGF-β) et l’IL-10.  

2.4. Rôle des autres cellules cutanées 

2.4.1. Les macrophages 

Les macrophages sont des cellules situées de façon prédominante dans le derme (van Furth et 

al., 1985). Ils sont caractérisés par leur habilité à phagocyter et à éliminer les pathogènes. Ils sont 

capables de détecter les pathogènes directement par les PRRs et ils peuvent phagocyter les 

microorganismes liés à ces récepteurs. Ce processus est accompagné de la libération d’enzymes 

antimicrobiennes comme la myeloperoxydase ou l’élastase, suivie par exemple de la production 
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de radicaux superoxydes O2
-, à l’action bactéricide (Bangert et al., 2011). L’une des fonctions 

importantes des macrophages est la production d’une large quantité de cytokines en réponse aux 

microorganismes, incluant l’IL-1, l’IL-6, le TNF-α, l’IL-8, l’IL-12 et l’IL-10. Selon la nature du 

stimulus, les macrophages sont capables de produire un large panel de cytokines pro- ou anti-

inflammatoires et de chimiokines, qui attirent d’autres cellules de l’immunité sur le site lésé 

(Mosser and Edwards, 2008).  

 

Figure 7. Les cytokines produites par les cellules de l'immunité entraînent la différenciation des 
macrophages avec des physiologies distinctes  

Les macrophages classiquement activés apparaissent en réponse à l’IFN-γ. Les macrophages 
alternativement activés apparaissent en réponse à l’IL-4. Les macrophages régulateurs sont générés en 
réponse à des stimuli varies, incluant les complexes immuns, la prostaglandine, les glucocorticoïdes, les 

cellules apoptotiques ou l’IL-10 pour supprimer une réponse immunitaire.  
D’après Mosser and Edwards, 2008. 

 
Les cytokines sécrétées par les LTs peuvent avoir une influence sur la différenciation des 

macrophages. L’IFN-γ, sécrété par les Th1, entraîne la différenciation des macrophages en 

macrophages inflammatoires (appelés M1) avec une forte activité antimicrobienne. A contrario, 
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l’IL-4 et l’IL-13, sécrétés par les Th2, vont entraîner une différenciation des macrophages en 

macrophages de réparation tissulaire. Ceux-ci vont avoir un rôle dans la réparation des tissus (ils 

sont appelés M2). Les LTs régulateurs donnent naissance à des macrophages avec une activité 

anti-inflammatoire (Mosser and Edwards, 2008; Gordon and others, 2003; Murray et al., 2014) 

(Figure 7).  

2.4.2. Les mastocytes 

Les mastocytes sont des cellules dérivées de la moelle osseuse qui deviennent matures dans 

les tissus périphériques. Ils résident majoritairement dans les tissus adjacents aux vaisseaux 

sanguins. Ce sont des cellules effectrices majeures qui possèdent des granules riches en histamine, 

héparine et tryptase (Metcalfe et al., 2016).  

Les mastocytes sont activés par une molécule allergisante qui se lie aux IgE attachées à leurs 

récepteurs FcεRI (Amin, 2012). Une fois activés, ils sécrètent des cytokines pro-inflammatoires 

telles que  le TNF-α, l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6 et l’IL-13. Leurs granules fusionnent avec la membrane 

plasmique et leur contenu est libéré dans l’environnement extracellulaire en quelques minutes. 

Les mastocytes jouent un rôle dans l’éradication des parasites, dans les infections aiguës aux 

bactéries et dans la guérison des blessures (Stone et al., 2010). 

2.4.3. Les fibroblastes 

Les fibroblastes sont des cellules mésenchymateuses dérivées du tissu embryonnaire du 

mésoderme. Ils sont situés dans le tissu conjonctif, qui est le tissu le plus important du corps 

humain, en assurant son soutien. Les fibroblastes sont largement espacés dans une vaste matrice 

extracellulaire (MEC). Ils synthétisent les constituants de la MEC qui sont : 

- des protéines structurales telles que le collagène et l’élastine  

- des protéines adhésives telles que la laminine et la fibronectine 

- de la substance fondamentale composée de glycosaminoglycanes tels que la hyaluronane 

et les glycoprotéines (Kendall and Feghali-Bostwick, 2014).  

L’activation des fibroblastes joue un rôle vital dans la guérison des blessures en permettant le 

recrutement des cellules immunitaires. Ces cellules sont sensibles à des cytokines telles que le 

TGF-β1, l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-13 et l’IL-33 (Feghali and Wright, 1997; Scotton and Chambers, 2007). Ils 
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sécrètent à leur tour du TGF-β1, de l’IL-1β et de l’IL-33 ainsi que des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO). Ces facteurs permettent aux fibroblastes d’assister l’activation et la migration des 

cellules immunitaires résidentes comme les macrophages. Le recrutement des cellules 

immunitaires non résidentes est facilité par la production et la maintenance de la substance 

fondamentale de la MEC. La substance fondamentale permet leur extravasation dans le tissu 

conjonctif (Kendall and Feghali-Bostwick, 2014).  

2. Fonction barrière de l’épiderme 

2.1. Généralités sur la fonction barrière 

L’épiderme est un épithélium qui se renouvelle continuellement. Sa principale fonction est de 

protéger la peau des menaces environnementales, fournissant une barrière physique, chimique et 

immunologique (Baroni et al., 2012). Les cellules de la couche basale sont responsables du 

renouvellement continu de l’épiderme, mais seulement 15% des cellules sont constamment 

impliquées dans ce processus car les cellules restantes sont en état de quiescence. Ces cellules 

quiescentes interviennent quand une augmentation de la prolifération est requise, par exemple en 

cas de blessure (Blanpain and Fuchs, 2006).  

Afin d’assurer la fonction barrière de la peau, les KCs synthétisent et expriment des protéines 

structurales telles que les kératines et l’involucrine et des lipides tels que la céramide pendant leur 

maturation. L’étape finale de leur différenciation est associée à de profonds changements dans 

leur structure, ils se transforment en cellules squameuses, plates et anucléées de la couche 

cornée. Ils sont entourés d’une enveloppe cellulaire constituée de protéines réticulées et de 

lipides liés par des liaisons covalentes. Les desmosomes, qui permettent de connecter les KCs 

adjacents, sont importants pour la cohésion cellulaire dans les couches nucléées et sont perdus 

pendant le processus de desquamation. Un équilibre entre les processus de prolifération et de 

desquamation résulte en un renouvellement complet de l’épiderme tous les vingt-huit jours 

(Webb et al., 2004).  

Le calcium joue le rôle de régulateur dans la synthèse des protéines de l’épiderme, ainsi que pour 

les adhésions intercellulaires et la différenciation épidermique (Denda, 2006). Il y a des gradients 

de calcium dans l’épiderme : la concentration calcique est relativement faible dans la couche 
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basale et encore plus faible dans les couches épineuses. La concentration calcique la plus élevée 

est trouvée dans la couche granuleuse. Le niveau de calcium dans la couche cornée est très faible 

et régule l’exocytose des corps lamellaires (Lee et al., 1992; Menon et al., 1985).  

Le manteau acide de la couche cornée semble également être important dans la fonction barrière 

de la peau. La peau a une surface acide qui peut être importante pour prévenir les infections 

(Wilhelm and Maibach, 1990). Le pH de la peau suit un gradient à travers la couche cornée, qui est 

probablement important dans le contrôle des activités enzymatiques et le renouvellement de la 

peau. Le pH de la peau est affecté par un grand nombre de facteurs endogènes, incluant 

l’hydratation, la sueur, le sébum, les prédispositions génétiques et l’âge (Baroni et al., 2012). Les 

facteurs exogènes tels que les détergents, les produits cosmétiques et les antibiotiques 

influencent également le pH.  

2.2. Rôle des lipides dans la fonction barrière 

Les lipides de l’épiderme forment un cément entre les KCs et la couche cornée qui tiennent 

ensemble pour former des cornéocytes. Les protéines de l’enveloppe cornée et les lipides liés de 

façon covalente sont importants pour la résistance chimique des cornéocytes.  

Ces lipides sont synthétisés par les KCs à partir de produits intermédiaires du métabolisme ou 

d’acides gras essentiels exogènes. La plupart de ces lipides sont empaquetés dans des petits 

organites qui sont des corps lamellaires. En réponse à certains signaux, probablement une 

augmentation de la concentration en calcium pendant la transition de la couche granuleuse à la 

couche cornée, les corps lamellaires bougent de l’apex au plus haut de la couche granulaire, 

fusionnent avec la membrane plasmique et sécrètent leur contenu dans les espaces 

intercellulaires par exocytose. Les lipides polaires dérivés des corps lamellaires sont convertis par 

des enzymes en produits apolaires, réarrangés dans les espaces intercellulaires et positionnés 

approximativement de façon parallèle à la surface cellulaire (Baroni et al., 2012).  

L’hydrolyse des glycosphingolipides génère des céramides et des phospholipides qui sont convertis 

en acides gras libres. Ces changements dans la composition lipidique résultent en la formation 

d’une structure très dense empaquetée dans les interstices de la couche cornée (Bouwstra et al., 

2006; Landmann, 1988). La céramide est l’un des principaux lipides de la couche cornée, en 
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représentant 30 à 40%. Ce haut taux de céramide est absent des couches basale, granuleuse et 

épineuse, ce qui suggère que la différenciation terminale est un facteur clé pour l’accumulation de 

la céramide (Proksch and Jensen, 2008).  

2.3. La différenciation épidermique et la kératinisation  

Les kératines sont les principales protéines structurales synthétisées par les KCs. Elles 

s’assemblent en un réseau de filaments intermédiaires qui émanent d’un noyau périnucléaire, 

s’étendent à travers le cytoplasme et se terminent par des jonctions de desmosomes et 

d’hémidesmosomes (Figure 8).  

 

Figure 8. Photo de la couche épineuse de l’épiderme avec les filaments intermédiaires de kératines  
Filaments intermédiaires de kératines (flèche noire) insérés à des desmosomes (flèche blanche) dans un 

contact entre deux KCs de la couche épineuse de l'épiderme (microscopie électronique).  
Ouvrage collectif, 2005. 

Pendant les étapes finales de la différenciation, les kératines sont alignées en un réseau condensé 

et ordonné qui interagit avec la filaggrine. La filaggrine est synthétisée sous la forme d’un 

précurseur de grande taille, la profilaggrine, qui va être phosphorylée et stockée dans le 

cytoplasme des KCs granuleux sous la forme de granules de kératohyaline. Ce précurseur de haut 

poids moléculaire est composé de 10 à 12 sous-unités de filaggrine répétées en tandem (McGrath 
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and Uitto, 2008). La filaggrine permet l’agrégation des filaments de kératines en un paquet 

étanche. Ceci permet l’effondrement de la cellule en une forme plate, qui est caractéristique des 

cornéocytes. Ensemble, les kératines et la filaggrine constituent 85% de la masse protéique de 

l’épiderme des mammifères (Roop, 1995; Nemes and Steinert, 1999).  

Lors du processus de cornification, la profilaggrine est déphosphorylée puis protéolysée en sous-

unités monomériques de filaggrine. Celles-ci s’associent aux filaments intermédiaires de kératines 

permettant la formation de la matrice fibreuse intra-cornéocytaire. Au sein des assises cellulaires 

profondes de la couche cornée, ces sous-unités subissent une modification post-traductionnelle 

appelée désimination. Les résidus arginyl sont transformés en résidus citrullyl par la 

peptidylarginine désiminase. La filaggrine désiminée, alors acide, perd son affinité pour les 

filaments intermédiaires de kératines avant d’être complètement dégradée, générant les acides 

aminés qui constituent le natural moisturazing factor (Cau et al., 2017). Cette filaggrine s’agrège et 

joue un rôle dans la stabilisation du réseau de kératines en permettant l’agrégation des filaments 

intermédiaires de kératines (Simpson et al., 2011; Candi et al., 2005).  

La famille des gènes des kératines est constituée de cinquante-quatre gènes fonctionnels distincts 

chez l’homme (Moll et al., 2008). Les kératines sont séparées en deux types : type I (acide) et type 

II (basique à neutre) (Tableau 1). Les kératines s’assemblent en une paire hétéropolymérique de 

molécules de type I et de type II. Il s’agit d’une propriété unique qui les distingue des autres 

filaments intermédiaires.  

Les autres protéines structurales comme l’involucrine, la loricrine et la keratolinin sont contenues 

dans les KCs dans la partie la plus haute de la couche épineuse (Baroni et al., 2012). Les protéines 

SPRR (Small proline-rich protein) sont synthétisées et ultérieurement réticulées par les trans-

glutaminases pour renforcer l’enveloppe cornifiée sous la membrane plasmique (Hitomi, 2005).  
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Tableau 1. La nomenclature des kératines humaines  
D’après Schweizer et al., 2006 

Type de kératines Type I Type II 

Kératines 
épithéliales 

K9 K1 
K10 K2 
K12 K3 
K13 K4 
K14 K5 
K15 K6a 
K16 K6b 
K17 K6c 
K18 K7 
K19 K8 
K20 K76 

K23* K77 
K24* K78* 

  K79* 
  K80* 

Kératines épithéliales spécifiques  
des follicules pileux 

K25 K71 
K26 K72 
K27 K73 
K28 K74 

  K75 

Kératines des cheveux 

K31 K81 
K32 K82 

K33a K83 
K33b K84 
K34 K85 
K35 K86 
K36   

K37   

K38   

K39   

K40   

2.4. Les jonctions 

Des protéines du cytosquelette contrôlent la capacité de régénération de l’épiderme en 

affectant la maintenance des cellules souches qui résident principalement dans les follicules pileux 

et la couche basale (McGrath and Uitto, 2008).  
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Figure 9. Architecture de l'épiderme  
D’après Simpson et al., 2011. 

La couche basale, en constante prolifération, est en contact avec le derme à travers les 

hemidesmosomes et des adhésions composées d’intégrine. Pendant la différenciation des KCs, 

une architecture cellulaire unique est élaborée dans chacune des couches de l’épiderme. Cela 

comprend un cytosquelette spécifique et des types de jonctions cellulaires, incluant les jonctions 

adhérentes, les jonctions serrées, les desmosomes et les jonctions gap (Figure 9).  

Les KCs de la couche basale sont polarisés et leur surface la plus basse est ancrée à la membrane 

basale par les intégrines. Leurs récepteurs transmembranaires, qui consistent en des sous-unités 

d’intégrine α et β, se lient spécifiquement aux composants de la MEC via leur domaine 

extracellulaire (Watt, 2002). Au moins onze dimères d’intégrine ont été décrits dans les KCs 

épidermiques. Du côté intracellulaire, la plupart des intégrines sont associées à l’actine via des 

protéines adaptatrices. Cependant, l’intégrine α6β4 a un rôle unique dans l’organisation de larges 

complexes d’intégrine appelés hemidesmosomes, qui sont connectés à des filaments 

intermédiaires par des protéines qui lient les cellules qui s’appellent plectine (Simpson et al., 

2011).  
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Les jonctions serrées forment une ceinture du côté apical des KCs de la couche granuleuse, 

fournissant une barrière additionnelle sous la couche cornée qui contrôle la perte en fluides et qui 

protège des pathogènes. Ils sont constitués de protéines transmembranaires qui sont les 

claudines, les occludines et les molécules d’adhésion jonctionnelles et sont échafaudées par des 

protéines cytoplasmiques appelées zonula occludens : ZO1, ZO2 et ZO3 (Figure 10). Ces protéines 

lient également ces jonctions avec l’actine du cytosquelette (Niessen, 2007).  

Les jonctions adhérentes sont des connections intercellulaires qui coordonnent l’assemblage et 

l’organisation du cytosquelette d’actine cortical à travers l’épiderme. Les cadhérines classiques 

(comme l’E-cadhérine épithéliale et la P-cadhérine placentaire) composent le noyau adhésif des 

jonctions, dont la conformation est régulée par le calcium (Simpson et al., 2011). Leur extrémité 

cytoplasmique recrute la caténine p120 et la β-caténine. L’α-caténine est associée à l’actine 

(Figure 10). 

Les desmosomes sont la troisième classe d’adhésions intercellulaires ; en contraste avec les 

jonctions adhérentes, les desmosomes sont liés au réseau intracellulaire des filaments 

intermédiaires de kératines. Les desmosomes des cellules environnantes sont connectés par des 

membres de la famille des cadhérines, qui sont les desmogléines et les desmocollines. Les 

plakoglobines et les plakophilines se lient à la desmoplakine qui ancre les filaments de kératines à 

la plaque desmosomale (Figure 10).  

Les jonctions gap sont uniques dans leur habilité à fournir des connexions directes entre les 

cellules voisines. Ces jonctions sont formées par des connexons, qui sont composés d’oligomères 

de six connexines. Ces connexons forment un canal ouvert, qui permet le transport d’ions et 

d’autres petites molécules qui aident dans la transmission du signal entre les cellules (Figure 10).  
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Figure 10. Les jonctions intercellulaires de l'épiderme. 
ZO : Zonula occludens ;  DP : desmoplakine ; PG : plakoglobine ; PKP : plakophiline ; DSG : desmogléine ; 

 α-cat : α-caténine : β-cat : β-caténine  
D’après Simpson et al., 2011. 

3. Les modèles biologiques d’étude de la peau 

Les animaux, et en particulier les souris, sont abondamment utilisés pour la recherche en 

biologie cutanée. Cependant, les modèles animaux peuvent être inadéquats, car de vastes 

différences ont été reportées entre l’architecture de la peau des souris et des hommes par 

exemple.  

L’épithélium couvert de pelage des souris est riche en follicule pileux, alors que les humains 

possèdent des follicules espacés. De plus, le derme des souris est fin et l’épiderme est composé de 

trois couches seulement, alors que le derme humain est épais et l’épiderme est généralement 

constitué de 6 à 10 couches de cellules (Figure 11) (Brohem et al., 2011).  
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Figure 11. Différence entre une peau de souris et une peau humaine  
Coloration hématoxyline éosine. Grossissement x60 au microscope optique.  

Brohem et al., 2011. 

3.1. Cellules en monocouche et co-cultures de lignées cellulaires 

Les fibroblastes primaires peuvent être cultivés en monocouche sur du plastique ou bien sur 

du collagène faisant office de MEC, ce qui favorise leur attachement (Ehrmann and Gey, 1956). Les 

KCs primaires en monoculture, quant à eux, produisent seulement un épiderme fin et sans le 

support mésenchymateux, ils entrent en apoptose après 2 semaines. Ceci s’explique par le fait que 

les fibroblastes du derme permettent la prolifération et la différenciation des KCs (Lau, Nicole F. 

Villeneuve, et al., 2008). Les KCs peuvent être mis en culture sur une couche de cellules 

nourricières, comme les fibroblastes 3T3 afin qu’ils puissent rester plus longtemps en culture 

(Rheinwald and Green, 1975; Reijnders et al., 2015).  

Des lignées de KCs immortalisées, comme les HaCATs, ou des KCs primaires, sont utilisées en co-

culture avec d’autres types cellulaires dans le but de reproduire des réponses biologiques in vivo 

de la peau (Régnier et al., 1999; Hennen et al., 2011). Les KCs primaires peuvent être mis en 

culture avec des DCs dérivées de monocytes extraits du sang (MoDC pour monocyte-derived 

dendritic cells) (Schreiner et al., 2007). Des co-cultures entre deux lignées cellulaires sont 

également possibles. Par exemple entre les HaCATs, qui sont des KCs humains spontanément 

immortalisés et des THP-1 qui sont des cellules pro-monocytaires (Hennen et al., 2011; Hennen 

and Blömeke, 2016). Les THP-1 sont considérées comme des substituts des DCs. La présence des 
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KCs permet d’améliorer la prédiction du potentiel allergisant des molécules chimiques. Les co-

cultures permettent de favoriser les interactions entre les cellules. 

Tableau 2. Les différences clés entre les caractéristiques et les processus cellulaires des systèmes de 
culture en 3 et en 2 dimensions 

Caractéristiques 
cellulaires 

2D 3D Références 

Morphologie 
Cellules en monocouches, 

aplaties et étirées 

Cellules avec leur forme 
naturelle, avec des structures 

sphéroïdes et agrégées 

(Baker and Chen, 2012; 
Kim, 2005)  

Prolifération Prolifération plus rapide qu’en 
condition in vivo 

Prolifération plus lente qu'en 
culture 2D 

 (Gurski et al., 2010) 

Exposition au milieu et 
aux substances 

chimiques 

Les cellules sont exposées de 
façon homogène aux 

nutriments/facteurs de 
croissance/molécules chimiques 

qui sont distribuées dans le 
milieu de culture 

Les nutriments/facteurs de 
croissance/molécules 

chimiques peuvent ne pas 
être capables de pénétrer 
complètement le tissu et 
d'atteindre les cellules du 

centre 

(Yip and Cho, 2013)  

Phase du cycle 
cellulaire 

La plupart des cellules vont se 
trouver au même stade de cycle 
cellulaire car elles sont exposées 
au milieu de culture de la même 

façon 

Les cultures 3D contiennent 
des cellules en prolifération, 
quiescentes, en apoptose et 

en nécrose 

(Tibbitt and Anseth, 2010)  

Expression 
génique/protéique 

Niveaux d'expression des gènes 
et des protéines différents en 

comparaison aux modèles in vivo 

Niveaux d'expression des 
gènes et des protéines plus 
proches des tissus in vivo 

 (Price et al., 2012) 

Sensibilité aux 
molécules chimiques 

Les traitements administrés aux 
cellules semblent être très 

efficaces 

Les cellules en culture 3D 
sont plus résistantes aux 

traitements et sont de 
meilleurs prédicteurs de la 

réponse aux molécules 
chimiques in vivo 

(Sun et al., 2006)  

Les cellules qui sont cultivées en monocouches en 2D ne parviennent pas à reproduire 

l’environnement complexe et dynamique des tissus in vivo. Elles sont forcées de s’adapter à une 

surface plate, rigide et artificielle, menant à des différences dans leurs compétences métaboliques 

(Mazzoleni et al., 2009). Pour mimer la peau dans un environnement in vitro, des modèles ont été 

développés pour reproduire une structure 3D. Les principales différences entre les modèles 2D et 

3D sont exposées dans le tableau 2. 
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3.2. Epidermes reconstruits  

Le développement de modèle de peau 3D in vitro remonte à plus de trente ans. L’une des 

avancées technologiques les plus importantes a été la méthode développée par Pruniéras et al. 

(1983). A partir d’explants de peau dont on a ôté l’épiderme, les KCs primaires humains ont été 

déposé sur le derme. La culture des KCs a résulté en un épiderme entièrement différencié avec les 

caractéristiques d’un épiderme humain in vivo (Bell et al., 1983).  

Les modèles de peau reconstruits sont disponibles dans le commerce : le plus utilisé est le modèle 

EpiskinTM. Ce modèle a été développé par Tinois et al. en 1991 et est composé d’une matrice de 

collagène contenant des fibroblastes humains, revêtu d’un film de collagène de type IV. Le tout est 

recouvert de KCs humains complètement différenciés (Figure 12) (Tinois et al., 1991). Ces modèles 

étaient initialement produits par la société Imedex (Lyon, France), qui a été acquise par L’Oréal en 

1997. Le modèle SkinEthicTM a été développé en 1990. Dans ce modèle, l’épiderme est généré par 

la culture de KCs sur des filtres synthétiques inertes, qui sont exposés à une interface air-liquide et 

maintenus en culture dans un milieu précis (Rosdy and Clauss, 1990).  

Des études récentes ont montré que la couche cornée des modèles in vitro était différente de la 

peau native en terme de composition et d’organisation spatiale des lipides (Thakoersing et al., 

2012). Les lipides des tissus in vitro étant empaquetés de façon hexagonale et non 

orthorhombique comme l’est l’épiderme humain à l’exception de la couche cornée. Cependant, 

les propriétés de barrières sont maintenues ainsi que l’expression de plusieurs marqueurs de 

différenciation, à l’exception de l’involucrine et des kératines 16 qui sont davantage exprimés dans 

les modèles in vitro. Les modèles EpiskinTM et SkinEthicTM ont été validés pour l’évaluation de la 

corrosivité (Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) 431) et 

l’irritation (OCDE 439) des produits chimiques sur la peau par l’ECVAM (European centre for the 

validation of alternative methods).  
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Figure 12. Exemples de coupes histologiques transversales (coloration hematoxyline - eosine) de modèle 
de peau reconstruits en 3D  

(A) Episkin, (B) SkinEthic RHE. 

D’autres modèles de culture organotypiques ont été développés, dans le but de répliquer l’action 

du virus human papillomavirus. Des cellules de la lignée de KCs NIKS (Normal immortal KCs) sont 

cultivées sur une matrice de collagène avec des fibroblastes humains pendant dix-huit jours 

(Meuris et al., 2016). 

Certains équivalents de peau contiennent également des LCs. La lignée cellulaire humaine acute 

myeloid leukemia MUTZ-3 a été utilisée. Cette lignée monocytaire peut être différenciée en LC, de 

façon TGF-β dépendante. Les MUTZ-LC expriment la langérine et contiennent des granules de 

Birbeck (Masterson et al., 2002; Santegoets et al., 2006). Dans ce modèle, des KCs primaires et des 

MUTZ-LC sont déposés sur un gel de collagène contenant des fibroblastes primaires. Cet épiderme 

reconstruit a été exposé par voie topique à un panel d’allergènes et d’irritants, résultant en une 

migration des LCs de l’épiderme jusqu’à l’équivalent dermique (Kosten et al., 2015, 2016).  

3.3. Tissus ex vivo 

L’excision de peau humaine est communément obtenue à partir de chirurgie plastique ou de 

cadavres et dans les deux cas, une approbation éthique est requise pour les utiliser. Les peaux de 

l’abdomen, de la poitrine ou du dos sont les plus pratiques à utiliser, en raison de la large surface 

disponible. Cependant, il existe des différences d’absorption des produits chimiques en fonction 

des parties du corps (Rougier et al., 1987), en raison de l’épaisseur de la couche cornée (Sandby-

Møller et al., 2003; Marrakchi and Maibach, 2007), de l’hydratation et de la composition lipidique 

(Lampe et al., 1983). Ce paramètre doit être pris en compte dans l’évaluation de l’absorption des 
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produits chimiques. De plus, les conditions de culture ne sont pas encore optimisées et leur 

applicabilité est encore limitée (Tammi and Maibach, 1987; Holbrook et al., 1993; Moll, 2003).  

Les explants de peau peuvent être conservés jusqu’à six mois sans perte de leur fonction barrière 

(Küchler et al., 2013), particulièrement s’ils sont conservés dans 10% de glycérol (Barbero and 

Frasch, 2016). Nielsen et al. ont conclu que trois semaines de congélation à -20°C avait peu d’effet 

sur les explants de peau, avec ou sans polyethylène glycol comme conservateur. En congelant les 

explants à -80°C, les dommages étaient significatifs, car la cryoconservation de la peau humaine 

dégrade presque complètement les enzymes stéroïdogéniques.  

L’utilisation d’explants de peau pour la recherche et le diagnostic d’études in vitro requière une 

grande quantité de peau fraîchement excisée, ce qui est couteux, difficile d’un point de vue 

logistique et qui peut induire des variations de donneurs. 

Des modèles de peau ex-vivo prêts à l’emploi brevetés appelés NativeSkin® sont des biopsies de 

peau humaine avec toute leur épaisseur. Ils sont obtenus à partir de donneurs ayant subits une 

chirurgie de l’abdomen. Ces tissus sont fixés à des inserts de culture cellulaire et chargés sur une 

plaque de culture multi-puits. Une matrice semi solide nourrit constamment la partie dermique du 

tissu avec un milieu de culture optimisé, sans sérum et sans hydrocortisone. Ce modèle d’explant 

de peau peut être gardé en culture jusqu’à sept jours (De Wever et al., 2015). 
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1. Définition et épidémiologie 

Les substances parfumantes, ou fragrances, sont des composés organiques ayant une 

odeur plaisante, qui peuvent provenir de sources naturelles ou être le résultat d’une synthèse 

chimique. De nombreux cas d’allergies de contact aux substances parfumantes ont été recensés et 

la prévalence estimée dans la population générale est de 1,7 à 4,1% (Johansen, 2003; Schnuch et 

al., 2002). Il est difficile pour les patients allergiques d’éviter leur contact car ces substances sont 

omniprésentes dans les produits du quotidien. Elles sont utilisées dans les parfums et les biens de 

consommation parfumés tels que les détergents et autres produits à usage domestique, mais aussi 

dans les produits cosmétiques. 

Un produit cosmétique est défini comme étant : toute substance ou tout mélange destiné à être 

mis en contact avec les parties superficielles du corps humain (épiderme, systèmes pileux et 

capillaire, ongles, lèvres et organes génitaux externes) ou avec les dents et les muqueuses 

buccales, en vue, exclusivement ou principalement, de les nettoyer, de les parfumer, d’en modifier 

l’aspect, de les protéger, de les maintenir en bon état ou de corriger les odeurs corporelles 

(European Commission, 1976). 

Il est possible que la sévérité et la fréquence de l’allergie de contact décroissent si le contact avec 

l’allergène est réduit ou évité. Le consommateur doit connaître avec exactitude le contenu des 

produits cosmétiques afin d’éviter l’utilisation de substances auxquelles il est allergique.  

Jusqu’en 2003, les parfums et les composés aromatiques des produits cosmétiques, alors régis par 

la directive 76/768/EEC, pouvaient être référés par les termes « parfums » et « arômes », sans 

fournir d’information sur leur composition exacte. C’est la raison pour laquelle en 1999, le 

SSCPNFP (Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-food products) a identifié 26 

fragrances allergéniques dont la présence dans les produits cosmétiques doit être indiquée aux 

consommateurs. Ces 26 substances ont été introduites dans l’annexe III du septième amendement 

de la directive cosmétique (2003/15/EC). Elles doivent être inscrites sur le packaging des produits 

si leur concentration est supérieure à 10 ppm dans les produits non rincés et à 100 ppm dans les 

produits rincés (Tableau 3) (European Commission, 1976).  
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Tableau 3. Liste des vingt-six allergènes qui sont spécifiés sur l'emballage des produits cosmétiques 
 D’après le septième amendement de la directive européenne des produits cosmétiques. 

Liste A : fragrances qui sont les plus fréquemment reportées dans la littérature 
 Nom INCI Numéro CAS 

Amyl cinnamal 122-40-7 
Amylcinnamyl alcohol 101-85-9 

Benzyl alcohol 100-51-6 
Benzyl salicylate 118-58-1 
Cinnamyl alcohol 104-54-1 

Cinnamal  104-55-2 
Citral  5392-40-5  

Coumarin 91-64-5  
Eugenol  97-53-0  
Geraniol  106-24-1  

Hydroxycitronellal  107-75-5  
Hydroxymethylpentyl-cyclohexenecarboxaldehyde  31906-04-4  

Isoeugenol  97-54-1 

  Liste B : fragrances qui sont moins fréquemment reportées 
 Nom INCI Numéro CAS 

Anisyl alcohol 105-13-5 
Farnesol 4602-84-0  

Benzyl benzoate 120-51-4 
Hexyl cinnamaldehyde 101-86-0 

Benzyl cinnamate 103-41-3 
Linalool  78-70-6  

Citronellol   106-22-9  
Methyl heptine carbonate 111-12-6 

Lilial 80-54-6 
d-Limonene  5989-27-5  

 3-Methyl-4-(2,6,6-trimethyl-2-cyclohexen-1-yl)-3-buten-2-one  127-51-5 

  Liste C : fragrances rajoutées  
 Nom INCI Numéro CAS 

Oak moss 90028-68-5 
Tree moss 90028-67-4 

Dans le but de diagnostiquer les patients potentiellement allergiques, il existe des tests épicutanés 

ou « patch test ». Ces tests permettent de reproduire la lésion en appliquant diverses molécules 

suspectées de provoquer une allergie chez le patient. Pour tester les allergies aux fragrances, 

plusieurs mélanges sont utilisés :  

o le premier est appelé « fragrance mix I », c’est le mélange le plus relevant pour le le diagnostic 

des allergies aux substances parfumantes (Mortz and Andersen, 2010). Il contient 1 % de 
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chacune des substances suivantes : amyl cinnamal, cinnamyl alcohol, hydroxycitronellal, 

geraniol, eugenol, isoeugenol et extrait de mousse de chêne. La prévalence estimée pour ce 

mélange dans la population générale est de 7,2 % à 11,5 %. 

o le deuxième mélange de fragrances ou « fragrance mix II » inclut 6 fragrances : lyral, citral, 

farnesol, hexyl cinnamic aldehyde, coumarin et citronellol (Krautheim et al., 2010). Sa 

prévalence est de 5% dans la population générale et il est considéré comme le deuxième 

marqueur pour la détection des allergies aux fragrances. Le lyral est un allergène très commun 

en Europe, avec une prévalence estimée de 1 % à 3 %. En 2003, la législation a limité sa 

concentration maximale dans les cosmétiques à 1,5 % (Braendstrup and Johansen, 2008) et dès 

lors, une diminution de la sensibilisation a été observée (Schnuch et al., 2012).  

o le baume du Pérou est également un marqueur pour la détection des allergies aux fragrances. Il 

s’agit d’une résine naturelle extraite de l’arbre myroxylon pereirae. Il contient 

approximativement 250 substances chimiques différentes, la plupart étant non identifiées. 

Certaines de ces substances sont des fragrances telles que l’alcool cinnamique, le CinA, 

l’eugenol et l’isoeugenol. Il est positif chez environ 50 % des patients suspectés d’être 

allergiques aux substances parfumantes (Eguino et al., 2006). 

Une étude menée en 2013 et 2014 sur plus de 30 000 patients allergiques dans près de 12 pays 

européens a montré que la prévalence pour les fragrances restait inchangée depuis 2004  (Uter et 

al., 2017). Pour les fragrances mix I, II et le baume du Pérou, la prévalence est de 7,3 %, 3,8 % et 

5,3 % respectivement. Les fragrances ont longtemps été considérées comme les premières causes 

d’allergie aux produits cosmétiques. Mais les cas d’allergie aux conservateurs ont 

considérablement augmenté ces dernières années, passant de 1,7 % en 1996 à 11 % en 2013, ce 

qui classe maintenant les fragrances à la deuxième position. 

Cette augmentation de cas d’allergie aux conservateurs peut s’expliquer entre autres par la haute 

fréquence de tests positifs à la methylisothiazolinone, utilisée dans les produits cosmétiques, dont 

la prévalence est passée de 3,5 % en 2012 à 8,8 % en 2013 (Zaragoza-Ninet et al., 2016).  

En comparaison, les allergies de contact aux métaux tels que le nickel, le cobalt et le chrome 

semblent stables avec 18,1 %, 5,9 % et 3,2 % respectivement et le nickel reste la première cause 

d’allergie de contact en Europe (Uter et al., 2017).  
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2. Les molécules allergisantes cutanées 

2.1. Pénétration percutanée 

Il y a une série d’événements fondamentaux qui mènent à une reconnaissance de la 

molécule allergisante par le système immunitaire. La première étape est la pénétration 

percutanée à travers la couche cornée, qui est imperméable à l’eau. Les composés doivent être 

inférieurs à 1000 daltons pour une pénétration efficace.  

Les caractéristiques physico-chimiques des molécules influencent leur pénétration : un faible poids 

moléculaire et une lipophilie élevée vont entraîner une meilleure absorption. Une substance 

chimique peut pénétrer dans l’épiderme via deux voies :  

o la voie intercellulaire, le passage entre les cellules ; 

o la voie transcellulaire, le passage au travers des cellules, qui est plus rapide (Milpied-Homsi et 

al., 2009).  

Les molécules de faible poids moléculaire traversent l’épiderme en passant par les glandes 

sudoripares et les follicules pilo-sébacés. 

2.2. Les différents haptènes 

La plupart des molécules allergisantes ont un poids moléculaire inférieur à 1000 Da (Bos and 

Meinardi, 2000). Elles sont référées comme des haptènes car elles ne sont pas antigéniques par 

elles-mêmes, mais vont se conjuguer avec des protéines de l’épiderme ou du derme (Rustemeyer 

et al., 2006). Il y a formation d’un complexe antigénique haptène-protéine. Les liaisons formées 

entre l’haptène et les protéines peuvent être des liaisons covalentes ou des liaisons de 

coordination (Basketter et al., 1995).  
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Figure 13. Exemples de complexes de coordination des métaux  
(A) Le cobalt (Co2+) forme un tétraèdre, le nickel (Ni2+) forme un complexe en plan carré et le chrome (Cr3+) 

forme un octaèdre. L = ligand. (b) Le sulfate de nickel NiSO4. 
D’après Basketter et al., 1995. 

o Les liaisons de coordination : elles mettent en jeu des énergies de l’ordre de 50 kJ par mole. Ce 

sont des liaisons relativement fortes, qui se produisent entre des métaux et des atomes riches 

en électrons, comme l’azote, l’oxygène ou le soufre. Elles sont généralement observées dans le 

cas des allergies de contact aux métaux : le nickel, le cobalt ou le chrome. Les liaisons de 

coordination se caractérisent par le nombre de ligands et la géométrie qu’ils adoptent autour 

du centre métallique. Ces deux paramètres dépendent de la nature du métal et de son degré 

d’oxydation (Lepoittevin, 2011). Le cobalt (II) (Co2+) forme préférentiellement des édifices 

tétraédriques avec quatre ligands alors que le nickel (II) (Ni2+), qui peut également interagir 

avec quatre ligands, forme des structures plan-carré. Le chrome (III) (Cr3+), quant à lui, forme 

principalement des édifices octaédriques avec six ligands (Figure 13).  

o Les liaisons de covalence : leur énergie, supérieure à 400 kJ par mole, en font des liaisons très 

stables (Lepoittevin, 2011). Elles résultent de la mise en commun de deux électrons par deux 

atomes. Le passage par un mécanisme de type radicalaire peut également être proposé (Figure 

14).  
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Figure 14. Formation de liaisons covalentes par réaction électrophile-nucléophile (a) et radicalaire (b)  
D’après Aptula et al., 2007. 

Dans les protéines, les chaînes latérales de nombreux acides aminés comportent des 

hétéroatomes riches en électrons. De part leur propriété nucléophile, ils sont susceptibles de 

réagir avec des haptènes électrophiles (Guengerich et al., 1985). Les acides aminés contenant des 

hétéroatomes riches en électrons sont les plus susceptibles de réagir avec les haptènes, les plus 

cités sont la lysine et la cystéine. Mais la méthionine, l’arginine, la sérine, la tyrosine, l’histidine, le 

tryptophane, l’asparagine, la glutamine et la thréonine en font également partie (Moss et al., 

2016).  

Une grande variété de fonctions chimiques électrophiles présentes sur les haptènes est 

actuellement répertoriée. Le tableau 4 représente les mécanismes réactionnels auxquels ces 

haptènes sont soumis.  

Ces haptènes directement réactifs avec les protéines et qui peuvent former un complexe sans 

modification préalable sont appelés haptènes vrais (Figure 15). C’est le cas du CinA, une molécule 

capable d’induire une réaction allergique, qui est retrouvée dans la cannelle et abondamment 

présente en tant que substance parfumante dans les produits cosmétiques. Les pré-haptènes sont 

activés par oxydation avant le contact avec la peau et les pro-haptènes sont activés de façon 

enzymatique sur la peau (Kaplan et al., 2012).  
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Tableau 4. Fonctions chimiques électrophiles des haptènes 
Les flèches indiquent les sites réactifs électrophiles.  

Lepoittevin and Cribier, 1998. 

Sites réactifs électrophiles Mécanismes de réaction Adduits formés 

 
 

 
 

Dérivé halogéné 

Substitution nucléophile sur un 
centre saturé 

 

 
Dérivé halogéné aromatique 

Substitution nucléophile 
aromatique (SNAr) 

 

 
Epoxyde 

Substitution nucléophile sur un 
centre saturé 

 

 
Ester ou Amide 

Substitution nucléophile sur un 
centre insaturé 

 

 
Aldehyde ou Cétone 

Addition nucléophile 

 

 
Systèmes carbonyle α-β insaturés 

Addition nucléophile de type 
Michael 

 

 
Lactone, lactame 

Substitution sur un centre 
insaturé 
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Figure 15. Les différents types d'haptènes  
D’après Kaplan, 2012. 

2.3. Les pré-haptènes  

En 2006, Lepoittevin introduit le concept de pré-haptène, en référence aux substances 

inertes qui deviennent des allergènes dans leur environnement. Il s’agit de molécules au départ 

non réactives vis-à-vis des protéines épidermiques et dermiques et qui peuvent acquérir, après 

transformation, la capacité d’interagir avec ces dernières. Ces transformations sont provoquées 

par des facteurs externes tels que la chaleur, la lumière ou l’oxygène et ont lieu avant le contact 

avec la peau (Lepoittevin, 2006).  

Plusieurs fragrances s’autoxydent facilement au contact de l’air ambiant, menant à la formation 

d’allergènes potentiels. C’est le cas des terpènes insaturés, dont l’autoxydation mène à la 

formation de différents produits, dont certains sont des allergènes forts. Ces produits d’oxydation 

peuvent être primaires, comme des hydroperoxydes allyliques, ou secondaires, comme des alcools 

alyliques, des époxydes, ou encore des aldéhydes et des cétones α,β-insaturés (Figure 16) (Kao, 

2010).  
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Figure 16. Produits d'autoxydation de terpènes insaturés 
D’après la thèse de D. Kao, 2010. 

Le mécanisme dirigeant les réactions d’autoxydation le plus courant est celui de type radicalaire 

en chaîne, qui conduit à la formation primaire d’hydroperoxydes allyliques. Dans une première 

étape, l’initiation, qui peut être provoquée par la chaleur, la lumière, ou bien une quantité 

catalytique de métal, des radicaux R• sont générés à partir des composés organiques. Durant une 

deuxième étape, appelée propagation, ces radicaux R• peuvent réagir de façon très rapide avec 

l’oxygène moléculaire à l’état triplet 3O2 pour donner des radicaux peroxyles ROO•. Ces derniers 

sont capables d’abstraire un atome d’hydrogène porté par d’autres molécules organiques afin de 

produire un hydroperoxyde. En créant un nouveau radical R•, ceci permet en même temps de 

propager l’oxydation en chaîne. L’abstraction d’hydrogène est lente et, en conséquence, sélective 

des atomes d’hydrogène les plus faiblement liés. Finalement, une étape de terminaison s’effectue 

quand deux radicaux R•, ou un radical R• et un radical peroxyle ROO•, ou deux radicaux peroxyles 

ROO• se rencontrent pour former un produit non radicalaire (Figure 17). 
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Initiation   RH  R• 

Propagation  R• + 3O2 ROO•    étape rapide 

   ROO• + RH ROOH + R•  étape lente 

Terminaison  2R•  

   R• + ROO•   produits non radicalaires 

   2ROO•  

Figure 17. Mécanisme général de l'autoxydation  

Lorsqu’il s’agit de molécules insaturées, le centre radicalaire généré dans l’étape d’initiation se 

trouve préférentiellement en position adjacente à une double liaison, après abstraction d’un 

hydrogène allylique. De cette manière, le radical R• est stabilisé par résonance. Pendant l’étape de 

propagation, l’oxygène à l’état triplet 3O2 peut alors s’additionner sur différentes positions 

radicalaires (Figure 18). La distribution des produits est déterminée par la stabilité relative des 

radicaux peroxyles ROO• formés, qui à son tour, est dépendante de la structure du substrat de 

départ. 

 

Figure 18. Autoxydation des molécules insaturées 
D’après la thèse de D. Kao, 2010. 

Le limonène et le linalol sont deux terpènes qui sont des ingrédients parfumants présents dans 

une grande variété de produits cosmétiques (Yazar et al., 2011).  
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o Le R-limonène est obtenu en tant que sous-produit de l’industrie du jus de citron. En plus 

d’être utilisé dans l’industrie cosmétique et dans les produits ménagers, il est également trouvé 

dans les nettoyants pour les mains (avec une concentration allant de 5 à 15%). Il est utilisé dans 

certains systèmes thérapeutiques d’administration transdermique en tant qu’activateur de 

pénétration. Il est également utilisé en tant que solvant et agent de dégraissage parfois à une 

concentration allant de 80 % à 100% (Bråred Christensson et al., 2016). Le limonène peut être 

oxydé par le dioxygène moléculaire pour donner des hydroperoxydes allyliques très réactifs 

(Figure 19). 

 

Figure 19. Action du dioxygène sur le R-limonène : formation de deux hydroperoxydes allyliques très 
réactifs 

D’après la thèse de D. Kao, 2010. 

o Le linalol est largement utilisé dans l’industrie cosmétique et dans les produits ménagers. Il 

s’observe en larges quantités dans diverses plantes comme la lavande, et constitue d’ailleurs 

la majeure partie de son huile essentielle. C’est un alcool terpénique insaturé à l’odeur de 

muguet qui devient allergisant suite à son oxydation par le dioxygène, par formation 

d’hydroperoxydes allyliques (Figure 20) (Bråred Christensson et al., 2016). 
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Figure 20. Cas du linalol : formation de deux hydroperoxydes allyliques précurseurs hautement réactifs 
 D’après la thèse de D. Kao, 2010. 

Les énergies de dissociation des liaisons O-O et O-H sont relativement faibles, 175 et 368 kJ.mol-1 

respectivement, ce qui rend leur clivage facile. Des radicaux alkoxyl RO• et peroxyl ROO• sont 

rapidement formés, ce qui peut entraîner la formation de radicaux R• carbone-centrés via 

cyclisation intramoléculaire, fragmentation ou abstraction de l’hydrogène. Ces radicaux vont 

pouvoir réagir avec les protéines afin de former un adduit (Figure 21). 

 

Figure 21. Mécanisme proposé pour la formation d'un adduit entre l'hydroperoxyde de linalol et le N-
acetyl-cysteine methyl ester 

D’après la thèse de D. Kao, 2010. 
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3. Le métabolisme cutané  

3.1. La détoxication 

Les molécules lipophiles peuvent aisément pénétrer la barrière cutanée et s’accumuler 

dans l’épiderme et le derme. Des systèmes enzymatiques de détoxication sont capables de 

métaboliser des xénobiotiques, soit un composé chimique étranger à un système biologique 

donné, afin de modifier leur structure chimique. Les modifications sont les suivantes : transformer 

une molécule lipophile en une molécule hydrosoluble facilement éliminable, via une ou plusieurs 

étapes de métabolisation classées en deux catégories (Figure 22) (Karlberg et al., 2013). 

 

Figure 22. Processus de détoxication. 
Moss and Lepoittevin, 2016. 

Le métabolisme des xénobiotiques peut être divisé en deux catégories :  

o Les transformations de phase I sont connues comme étant des réactions d’activation et de 

fonctionnalisation, qui introduit des groupes fonctionnels hydrophiles. Si le métabolite est 

rendu suffisamment polaire, il sera éliminé. Les enzymes cutanées qui catalysent ces 

transformations sont généralement des enzymes membranaires de la famille des 

oxydoréductases, qui assurent donc des rédactions d’oxydation et/ou de réduction. Parmi elles, 

les mono-oxygénases à cytochrome P450 (Park et al., 1995), les flavines mono-oxygénases 

(Krueger and Williams, 2005), les alcools et aldéhydes déshydrogénases (Cheung et al., 1999), 

les monoamines oxydases (Weyler et al., 1990), les peroxydases (Hollenberg, 1992), les 

estérases (Prusakiewicz et al., 2006), azo-réductases (Levine, 1991) et les enzymes 

hydrolytiques (Martin et al., 1987) sont retrouvées. 
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o Dans le cas où le métabolite n’est pas suffisamment hydrophile pour être éliminé, il devra subir 

une transformation subséquente de phase II. Les enzymes de phase II présentes dans la peau 

sont essentiellement des transférases : les UDP-glucuronyl transférases (Tukey and Strassburg, 

2000), N-acétyltransférases (Kawakubo et al., 2000), les glutathione-S-transférases (Giralt et al., 

1996) et les sulfotransférases (Coughtrie et al., 1998).  

o Après fonctionnalisation, les transporteurs de phase III, tels que la P-glycoprotéine ou la multi-

drug resistance proteins (Kruh et al., 2001; Picchianti-Diamanti et al., 2014), transportent au 

travers de la membrane plasmique les dérivés des xénobiotiques pour qu’ils puissent être 

éliminés par la cellule. 

Lors du métabolisme de phase I, les métabolites réactifs ayant subi une modification peuvent 

interagir avec les protéines de la peau. Ils deviennent des haptènes vrais avant d’être pris en 

charge par les enzymes de phase II. C’est le cas des pro-haptènes.  

3.2. Les pro-haptènes 

Plus d’un tiers des allergènes connus sont des pro-haptènes. L’alcool cinnamique est un 

composant de la cannelle et d’une variété d’huiles essentielles telles que la myrrhe et le patchouli. 

Il est extrêmement présent dans les fragrances. In vivo, l’alcool cinnamique est oxydé par une 

alcool déshydrogénase en aldéhyde cinnamique (Moss et al., 2016). A la suite de cette 

métabolisation, il peut se conjuguer à une entité hydrosoluble afin d’être éliminé de l’organisme, 

ou bien réagir avec les protéines de l’épiderme et du derme et former un complexe antigénique 

(Figure 23) (Smith et al., 2000). 

Une étude récente réalisée sur de l’épiderme reconstruit a permis d’investiguer in situ le devenir 

de l’alcool cinnamique dans la peau. Les molécules potentiellement électrophiles formées sont des 

époxy-alcools et des sulfates allyliques. Ces résultats suggèrent que la métabolisation de l’alcool 

cinnamique induit la formation d’haptènes autres que l’aldéhyde cinnamique (Moss et al., 2016). 
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Figure 23. Métabolisation de l'alcool cinnamique  
D’après Smith et al., 2000. 

4. La dermatite allergique de contact  

La dermatite allergique de contact (DAC) est un terme clinique utilisé pour décrire une 

réaction inflammatoire de la peau après exposition topique à un produit donné. Elle est 

caractérisée par un large éventail de symptômes tels que le prurit érythémateux, des œdèmes et 

des vésicules, sur les sites de la peau en contact avec les haptènes (Kaplan et al., 2012). Il s’agit 

d’une réaction inflammatoire inappropriée de l’organisme en réponse à un xénobiotique. Elle est 

définie comme une hypersensibilité retardée de type IV. Elle est induite par les lymphocytes T.  

Après exposition à l’haptène, il y a un délai de 24 à 48 heures avant l’apparition des premiers 

symptômes (Coombs and Gell, 1975).  

La DAC peut être divisée en deux phases : la phase de sensibilisation, asymptomatique, et la 

phase d’élicitation, la phase clinique (Figure 24). 
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Figure 24. Mécanismes d'activation de la réponse cellulaire par un haptène  
L’application épicutanée d’une molécule sensibilisante induit une activation du système immunitaire inné 

cutané (étape1) associée à la migration et la maturation des cellules de Langerhans (LC) et des cellules 
dendritiques (DC) du derme qui présentent l’haptène en tant qu’Ag aux LT dans le ganglion drainant (étape 

2). Ces DC activent des populations de LT spécifiques CD8+ effectrices et CD4+ régulatrices (étape 3) qui 
vont ensuite re-circuler en périphérie (étape 4). Lors d’un deuxième contact avec le même haptène, les LT 
CD8+ spécifiques sont recrutés dans la peau et activés (étape 5). De par leur cytotoxicité et leur production 

d’IFN-γ, les LT CD8+ effecteurs sont responsables de la mise en place de l’inflammation et de la lésion 
d’eczéma (étape 6) qui va être résolue lors de l’arrivée secondaire de LT CD4+ régulateurs sécrétant des 

cytokines anti-inflammatoires (étape 7). 
D’après Saint-mezard et al., 2004. 

4.1. La phase de sensibilisation 

Cette phase apparaît lors du premier contact de la peau avec l’haptène. Elle mène à la 

génération d’une réponse primaire spécifique des lymphocytes T spécifiques de cet haptène, 

présents dans les ganglions lymphatiques drainant la peau. Deux propriétés sont nécessaires aux 

haptènes pour induire la sensibilisation cutanée :  

o une propriété d’interaction avec les protéines de la peau dans le but de former un 

complexe antigénique, 
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o une propriété pro-inflammatoire qui va délivrer des signaux permettant d’activer 

l’immunité innée de la peau. 

Ces signaux sont appelés « signaux de danger », selon la théorie évoquée par Polly Matzinger 

(1992). Ce sont des structures moléculaires présentées sur les pathogènes ou des molécules 

produites par les cellules épithéliales suite à l’intrusion de xénobiotiques dans l’organisme. Ces 

structures seront reconnues par des récepteurs extracellulaires et intracellulaires, les PRR, du 

système de défense inné. 

4.1.1. Activation des cellules présentatrices d’antigène par l’haptène 

Les KCs étant abondamment présents dans la peau, ce sont les premières cellules qui 

rencontrent l’haptène. Ils sont considérés comme indispensables dans la phase de sensibilisation 

pour plusieurs raisons :  

- ils contiennent des enzymes avec une activité métabolique requise pour la conversion des 

pro-haptènes en haptènes biologiquement actifs, telles que le cytochrome P450. Ces 

haptènes vont interagir avec les protéines pour former le complexe antigénique. 

- ils expriment des facteurs chimiotactiques après exposition aux molécules allergisantes, 

incluant des chimiokines telles que CXCL9, CXCL10 et CXCL11. Ces chimiokines permettent 

d’attirer les cellules immunitaires, telles que les LCs (Van der Veen et al., 2011). 

Selon la théorie évoquée par Polly Matzinger (1992), les DC ont besoin non seulement de 

l’haptène, mais également de recevoir des « signaux de danger » exogènes ou endogènes afin 

d’être complètement matures et de pouvoir activer de manière efficace les LTs. Dans le cas où 

l’haptène est une molécule oxydante, le signal de danger correspondra aux EROs  (Heil and Land, 

2014).  

Les LCs et les DDCs sont dotées de prolongements cytoplasmiques qui facilitent leur rencontre 

avec le complexe antigénique. Elles résident dans l’épiderme et le derme en tant que DCs 

relativement immatures, caractérisées par une haute capacité de capture de l’Ag (Streilein and 

Grammer, 1989). L’Ag est capturé via le processus d’internalisation. Il en existe différents types, 

selon la taille des xénobiotiques (Kumari et al., 2010):  
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o la phagocytose, qui permet l’internalisation de particules de taille supérieure à 10 µm 

(Groves et al., 2008),  

o la macropinocytose qui permet l’internalisation des molécules de taille comprise entre 0,2 

et 10 µm (Kerr and Teasdale, 2009), 

o l’endocytose concerne les particules de taille inférieure à 500 nm (Donaldson et al., 2010). 

Ces mécanismes consistent en la formation de replis membranaires qui s'intègrent dans le 

cytoplasme sous forme de petites vésicules. Les DCs peuvent absorber l’équivalent de leur volume 

en l'espace d'une heure. Les KCs sont également capables de capturer des Ag, seules les DCs 

peuvent assurer leur transport jusqu’aux ganglions lymphatiques afin de les présenter aux LT naïfs 

et induire une réponse immunitaire primaire, ce sont des cellules présentatrices d’Ag 

professionnelles (Nestle et al., 2009) (Figure 25). 

 

Figure 25. Voies d’internalisation de l’antigène et association aux molécules du CMH de classe II  
D’après Roche and Furuta (2015). 
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4.1.2. Migration des cellules présentatrices d’antigène 

Les DCs vont migrer à travers l’épiderme et le derme vers le système lymphatique proximal 

(Randolph et al., 2005). Cette mobilisation est déclenchée principalement par deux cytokines : le 

TNF-α et l’IL-1β (Cumberbatch et al., 1997; Nedoszytko et al., 2014). Elles participent à la 

diminution de l’expression de l’E-cadhérine à la surface des LCs, une molécule d’adhésion qui 

permet leur interaction avec les KCs et donc leur rétention dans l’épiderme (Tang et al., 1993). Les 

DCs vont devenir matures et acquérir leur fonction de cellule présentatrice d’Ag. Les LCs vont donc 

se détacher de l’épiderme et traverser la jonction dermo-épidermique, par le biais de l’expression 

d’enzymes protéolytiques MMP-2 et MMP-9 qui permettent la dégradation du collagène 

(Ratzinger et al., 2002). Cette étape est dépendante de l’axe CXCL-12-CXCR-4 : CXCL-12 est 

exprimé sur les fibroblastes du derme et va interagir avec CXCR-4, exprimé sur la DC (Ouwehand et 

al., 2008). Les DCs vont ensuite exprimer le CCR-7, récepteur des chimiokines CCL-19 et CCL-21 

(Jiang et al., 2007). CCL-21 est exprimé par les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques et 

CCL-19 par les zones T des ganglions drainant la peau. Ces deux chimiokines concourent donc à 

attirer les DCs au niveau des ganglions lymphatiques où elles vont pouvoir interagir avec des LT 

naïfs. Une fois dans les vaisseaux lymphatiques, les DCs sont transportées par le flux de lymphe 

afférente et arrivent au niveau du sinus sous-capsulaire du ganglion lymphatique. A l’intérieur du 

ganglion, leur localisation sera déterminée par deux gradients distincts de chimiokines : CXCL-13, 

synthétisée par les DCs folliculaires, oriente les DCs vers les follicules B, tandis que les fibroblastes 

réticulaires sécrètent CCL-19/CCL-21 orientant les DCs vers le paracortex riche en LT (Figure 26) 

(Förster et al., 2012). 

Des modifications phénotypiques s’opèrent également au cours de la migration des cellules 

présentatrices d’Ag. Elles perdent leur caractère de capture de l’Ag et acquièrent la capacité de 

stimuler les LTs naïfs.  
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Figure 26. Les étapes clé de la migration des DCs vers les ganglions lymphatiques  
D’après la thèse de B. Todorova, 2014. 

4.1.3. Présentation antigénique et expansion clonale 

Après avoir rejoint les ganglions lymphatiques drainant la peau, les DCs vont pouvoir 

interagir avec les LTs via leur CMH (Martins and Reis, 2011). Mais pour induire l’activation des LTs, 

l’interaction entre le CMH et le TCR est insuffisante. Les cellules présentatrices d’Ags doivent 

également fournir des signaux de co-stimulation et sécréter des cytokines nécessaires à la 

différenciation des LT naïfs en LTs effecteurs ou en LTs mémoires. C’est une synapse 

immunologique qui se crée entre les DCs et les LTs (Figure 27). De façon autocrine, les DCs vont 

activer les LTs naïfs, qui vont produire plusieurs cytokines, dont l’IL-2, qui est un puissant facteur 

de croissance (Gómez et al., 1998). Les LTs vont proliférer selon un processus appelé l’expansion 

clonale. Cette expansion permet la formation d’un grand nombre de LTs spécifiques de l’haptène. 

Des ganglions lymphatiques, les LTs spécifiques de l’haptène vont rejoindre la circulation sanguine 

en exprimant le cutaneous lymphocyte-associated antigen, qui va leur permettre de rejoindre le 
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lieu de l’inflammation cutanée.  

 

Figure 27. La synapse immunologique entre DC et LT  
D’après Kapsenberg, 2003. 

4.2. La phase d’élicitation 

Une fois sensibilisés, les individus peuvent développer une DAC après réexposition à 

l’allergène de contact. Ce contact induit une réaction inflammatoire qui dure au maximum 2 à 3 

jours et qui disparaît s’il n’y a pas de nouveau contact. Les haptènes diffusent dans la peau et sont 

pris en charge par les KCs qui vont capturer l’Ag et exprimer le CMH de classe I ou de classe II, ainsi 

que des molécules de co-stimulation telles que le CD80. Les lymphocytes T spécifiques sont activés 

dans l’épiderme et le derme et ciblent une réponse inflammatoire responsable des lésions 

cutanées (Albanesi, 2010; Nestle et al., 2009).  

Cette phase d’élicitation, ou phase efférente, se déroule en trois étapes :   

o le recrutement précoce des LT CD8+ effecteurs activés au cours de la sensibilisation environ 2h 

après réexposition à l’haptène, via l’activation de l’endothélium suite à l’inflammation cutanée 

induite par l’haptène,  

o la production subséquente de cytokines/chimiokines qui conduit à l’activation des cellules 

résidentes de la peau, engendrant la libération de nouveaux médiateurs de la réaction 

inflammatoire tels que l’IFN-γ,  
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o le recrutement des leucocytes, et tout particulièrement des polynucléaires neutrophiles et des 

macrophages, qui induisent progressivement les changements cliniques et morphologiques 

caractéristiques de l’EAC (Vocanson et al., 2009).  

La réponse inflammatoire atteint son maximum 24 h à 48 h après la réexposition à l’haptène. Dans 

les heures qui suivent l’exposition cutanée à un haptène et la libération d’interleukines pro-

inflammatoires induite par l’haptène, les kératinocytes produisent des cytokines 

immunosuppressives telles que l’IL-10 et le TGF-β (Cavani et al., 2007). La résolution de la phase 

inflammatoire est également médiée par le recrutement de différentes cellules telles que les LTs 

régulateurs CD4+. A l’état d’homéostasie et en l’absence d’Ag exogène, les LCs induisent la 

prolifération de Treg CD4+, maintenant ainsi une tolérance immunitaire cutanée (Seneschal et al., 

2009).  

5. Les méthodes de détection des sensibilisants potentiels 

Une fois la substance sensibilisante identifiée, le patient doit éviter d’être en contact avec 

la molécule. Un traitement symptomatique est également prescrit, à savoir des corticoïdes par 

voie topique.  

Dans le but de minimiser les risques liés à l’allergie de contact, il est crucial de pouvoir déterminer 

avec précision le potentiel allergisant des substances chimiques avant leur commercialisation. En 

ce sens, de nombreuses méthodes qualitatives et quantitatives ont déjà été validées.  

5.1. Historique des tests et évolution 

Après avoir gradué les souffrances subies par les animaux en expérimentation dans les 

laboratoires anglais, Russell et Burch (1959) ont développé un programme de mise en place et de 

développement de lignes directrices dites "humaines ", appelé la "règle des 3 R" et comprenant les 

points suivants : 

o reduce (réduire) le nombre d’animaux en expérimentation, 

o refine (raffiner) la méthodologie utilisée, 

o replace (remplacer) les modèles animaux. 

Ce concept a été progressivement adopté, notamment en 1986 lorsque la première loi de 
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protection des animaux pour l’expérimentation fut appliquée.  

Suite à cela, l’évaluation du potentiel sensibilisant des molécules chimiques fut réalisée par le local 

lymh node assay (LLNA), décrit dans la ligne directrice 429 de l’OCDE. Le LLNA est une méthode 

alternative aux traditionnels tests réalisés sur le cochon d’Inde (à savoir les tests de Buehler et le 

test de maximisation) puisqu’il a permis de réduire de 40% le nombre d’animaux et élimine leur 

stress et leur souffrance (Corsini et al., 2014). Ce test a été développé dans les années 90 par 

Kimber et Basketter (2002) et permet de mesurer la prolifération lymphocytaire après application 

cutanée d’une substance chimique sur l’oreille d’une souris. Toute substance capable de 

provoquer une prolifération de lymphocytes trois fois supérieure au témoin sera considérée 

comme sensibilisante. La concentration à laquelle le produit est utilisé pour induire cette 

prolifération lymphocytaire est appelé « EC3 ». Il est alors possible de catégoriser les composés en 

fonction de leur valeur d’EC3 et plus cette valeur est faible, plus le composé est sensibilisant. 

5.2. Description de « l’Adverse Outcome Pathway » 

En 2004, l’union européenne a banni la vente des produits cosmétiques dont les formulations 

finales ont été testées sur les animaux. Le 13 mars 2013, le 7ème amendement de la directive 

cosmétique européenne interdit la mise sur le marché des ingrédients cosmétiques ayant été 

testés sur les animaux (Clouet et al., 2017). Plusieurs méthodes qui n’utilisent pas les animaux ont 

été développées pour prédire le potentiel sensibilisant des substances chimiques, notamment en 

mesurant l’impact de ces produits sur les étapes clés de la DAC. Un rapport de l’OCDE appelé « the 

adverse outcome pathway (AOP) for skin sensitization initiated by covalent binding to proteins » 

(OECD, 2012) décrit les principales étapes de la phase de sensbilisation de la DAC et les tests in 

vitro associés, à savoir (Figure 28) :  

o la pénétration de la molécule sensibilisante dans la peau. Il est donc nécessaire d’étudier sa 

structure chimique et ses propriétés électrophiles en amont. Plusieurs méthodes in silico sont 

disponibles pour étudier la biodisponibilité et le métabolisme d’une molécule : des bases de 

données (Benezra et al., 1985), des logiciels informatiques tels que DEREK (Ridings et al., 1996) 

et TOPKAT (Enslein et al., 1997) et des méthodes quantitatives basées sur la relation structure-

activité (QSARs, Quantitative Structure-Activity Relationships) (Roberts et al., 1991).  
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o l’interaction de l’haptène avec les protéines dans le but de former un complexe antigénique. 

C’est l’étape moléculaire initiatrice. Des méthodes in chemico ont été développées pour étudier 

l’interaction covalente entre l’haptène et les protéines cellulaires telles que le direct peptide 

reactivity assay (DPRA) (Gerberick et al., 2004) et le peroxydase peptide reactivity assay (PPRA), 

le PPRA permettant l’évaluation du pouvoir sensibilisant des pré et des pro-haptènes (Gerberick 

et al., 2009).  

o la réponse des types cellulaires jouant un rôle clé dans la phase de sensibilisation de la DAC, à 

savoir les KCs et les DCs. L’activation des KCs peut se mesurer par des méthodes in vitro qui 

sont le KeratinoSens (Natsch and Emter, 2016) et le SENS-IS. L’activation des DCs peut se 

mesurer par les tests h-CLAT (human cell line activation test) (Nukada et al., 2011) et MUSST 

(Myeloid Y-937 Skin Sensitization Test) (Python et al., 2007). 

o la dernière étape concerne la réponse de l’organe et donc la prolifération lymphocytaire dans 

les ganglions lymphatiques. A ce jour aucun test in vitro n’a été validé pour le mesurer.  

 

Figure 28. Représentation schématique de l'AOP pour la sensibilisation cutanée et la nécessité de suivre 
la stratégie de test intégrée depuis l'interdiction du LLNA pour couvrir les événements clés  

D'après Clouet et al., 2017. 
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5.3. Les modèles validés et en cours de validation pour mesurer le potentiel 
sensibilisant des molécules 

5.3.1. Le DPRA 

Le DPRA est un test in chemico réalisé dans le but de mesurer la réactivité des substances 

chimiques potentiellement allergisantes (European Commission, 2013). Ce test a été validé par 

l’ECVAM en 2013 et il a été répertorié auprès de l’OCDE (442C). Le but est de mesurer la dépletion 

de peptides synthétiques contenant à la fois des cystéines et des lysines après 24 heures 

d’incubation avec la substance à tester. La dépletion du peptide dans la solution est mesurée par 

HPLC en utilisant une détection par les UVs. Les données de dépletion sont ensuite interprétées en 

utilisant un modèle de classification développé sur la base de substances chimiques avec des 

propriétés de réactivité connues, dans laquelle les produits sont classés en ayant une réactivité 

minimale, faible, moyenne ou haute. Les substances ayant une réactivité faible à forte sont 

classées comme ayant un potentiel sensibilisant. Le DPRA ne permet pas l’évaluation des pro et 

des pré-haptènes, qui requièrent une activation préalable avant leur interaction avec les 

protéines, contrairement au PPRA. 

5.3.2. Le h-CLAT 

Le h-CLAT est un test in vitro qui permet de discriminer les molécules sensibilisantes de celles 

qui ne le sont pas, en mesurant l’activation des DCs en réponse à une substance chimique. Il a été 

développé par Kao corporation et Shiseido (Japon) et a été validé par l’ECVAM en 2015 (European 

Commission, 2015). Ce test est répertorié par l’OCDE (442E). La lignée THP-1 est utilisée dans ce 

modèle, il s’agit d’une lignée pro-monocytaire qui joue le rôle de substitut des DCs. Les cellules 

sont stimulées 24h avec des substances chimiques à huit concentrations différentes, basées sur 

une CV75 pré déterminée avec de l’iodure de propidium (c’est à dire une concentration induisant 

75% de survie cellulaire). L’activation des THP-1 est déterminée en mesurant l’expression du CD86, 

une molécule de co-stimulation et le CD54, une molécule d’adhésion, par cytométrie en flux. Une 

molécule est considérée comme sensibilisante si l’intensité relative de fluorescence (RFI) de CD86 

et ou/ CD54 dépasse un certain seuil : ≥ 150 pour CD54 et ≥ 200 pour CD86.  

5.3.3. Le KeratinoSens 

Le KeratinoSens est un test in vitro de sensibilisation cutantée qui a été développé par 
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Givaudan et a été validé par l’ECVAM en 2012 (European Commission, 2014). Ce test est 

répertorié par l’OCDE (442D). C’est un test qui repose sur le facteur de transcription Nrf2, qui 

induit l’activation de gène codant pour des protéines cyto-protectrices (principalement des 

enzymes de phase II) à la suite d’un stress oxydant ou électrophile. Une lignée cellulaire 

immortalisée et adhérente, dérivée d’un clone de KCs humains HaCaT est transfectée avec un 

plasmide. Le plasmide contient un gène de luciferase sous le contrôle transcriptionnel du 

promoteur SV40. Ce promoteur est fusionné avec une séquence antioxidant response element 

(ARE) à partir du gène AKR1C2. Ce gène a été identifié comme l’un des gènes activé par les 

sensibilisants dans les DCs. Ceci permet de faire une mesure quantitative (par détection de 

luminescence) de l’induction d’un gène de luciferase, en tant qu’indicateur de l’activité de Nrf2 

dans les cellules suivant l’exposition à une substance chimique. La substance est classée comme 

allergisante si elle induit significativement le gène de la luciférase.  

5.3.4. Le SENS-IS, un test in vitro non validé d’intérêt pour la voie Nrf2/Keap1 

Le SENS-IS est un test permettant de discriminer les molécules irritantes, sensibilisantes et 

non sensibilisantes en analysant l’expression d’un panel de 65 gènes groupés en un ensemble pour 

l’irritation (IRR) et en deux ensembles (SENS-IS et ARE) pour la sensibilisation (Cottrez et al., 2016). 

Une substance est classée comme sensibilisante en fonction du nombre de gènes surexprimés en 

comparaison au contrôle, mesurés par RT-qPCR, après 15 minutes d’exposition sur du tissu 

Episkin. Ce test a été soumis à l’ECVAM en 2011 mais n’est pas encore approuvé.  
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1. Les radicaux libres et leur origine 

Un radical libre est une espèce chimique possédant un ou plusieurs électrons libres non 

appariées sur sa couche périphérique. Cet électron célibataire peut être situé sur un atome 

d’oxygène, on parle alors d’EROs ou sur un atome d’azote, on parle alors d’espèce réactive de 

l’azote (ERA) (Delattre et al., 2005).    

Les EROs peuvent avoir différentes structures dont les formules sont rassemblées dans le tableau 

5. 

Tableau 5. Nature des différentes espèces radicalaires impliquées dans le stress oxydant. R désigne un 
substrat organique  

*Le radical perhydroxyle est la forme acide conjuguée (forme protonnée) du radical superoxyde.  
D’après Delattre et al., 2005 

Les radicaux libres du stress oxydant 
 

O2
•- = radical superoxyde 

HO2
• = radical perhydroxyle* 

•OH = radical hydroxyle 
RO2

• = radical peroxyle 

RO• = radical alkoxyle 

Ces espèces peuvent être générées en très faible quantité au cours du métabolisme de l’oxygène. 

85% de l’oxygène est métabolisé au sein de la chaîne respiratoire mitochondriale (Figure 29). La 

chaîne respiratoire correspond à une chaine de complexes protéiques présents au sein de la 

membrane interne de la mitochondrie et responsables de la formation d’ATP à partir du NADH et 

du FADH2 produits lors des différentes voies cataboliques de l’organisme (Gautheron, 1984). Cette 

production d’énergie est permise grâce à la formation d’un gradient électrochimique de proton 

dans l’espace inter-membranaire de la mitochondrie, lui-même formé par l’énergie des électrons 

provenant du NADH et du FADH2. Les électrons riches en énergie récupérés seront transportés 

successivement via les différents complexes :  

- Le complexe I a une action NADH coenzyme Q réductase, récupérant les électrons du 

NADH et permet le transport de 4 protons de la matrice mitochondriale à l’espace inter-

membranaire. 
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- Le complexe II a une action succinate coenzyme Q réductase et récupère les électrons du 

FADH2. 

- Le complexe III a une action Coenzyme Q cytochrome C réductase et permet le transport 

de 4 protons de la matrice mitochondriale à l’espace inter-membranaire. 

- Le complexe IV a une action cytochrome C oxydase et permet le transport de 2 protons de 

la matrice mitochondriale à l’espace inter-membranaire. 

- Le coenzyme Q (ou ubiquinone) permet la transition entre le complexe I ou II et le 

complexe III. 

- Le cytochrome C permet la transition entre le complexe III et le complexe IV. 

Suite à la chaîne de complexe protéique, le dernier accepteur d’électron est l’oxygène qui sera 

ainsi à l’origine de la formation de molécule d’eau. Le NADH permettra donc le transport de 10 

protons de la matrice mitochrondriale à l’espace inter-membranaire, tandis que le FADH2 de 

seulement 6. Ceux-ci repasseront vers la matrice mitochondriale via une pompe à proton que l’on 

appelle également ATP-synthétase et qui sera à l’origine de la formation d’ATP.  

 

Figure 29. Schéma simplifié représentant les mécanismes de la chaîne respiratoire et de la synthèse 
d'ATP par phosphorylation oxydative 

 D’après Garrett, 2000. 

Au cours de la chaîne respiratoire mitochondriale, se produit la réduction complète de l’O2, 

conduisant à la formation d’eau (réaction 1). Mais cette réaction ne peut s’effectuer que par 

plusieurs étapes successives. Environ 2% de l’oxygène consommé au niveau mitochondrial est 

transformé en radicaux superoxydes, qui sont des intermédiaires partiellement réduits (réaction 

2). Les radicaux superoxydes étant des espèces potentiellement toxiques, les superoxydes 
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dismutases catalysent leur dismutation (réaction 3) (Nimse and Pal, 2015; Migdal and Serres, 

2011).  

(1) O2 + 4 e- + 4 H+    2H2O 

(2) O2 + 1 e-     O2
•- 

(3) O2
•- + O2

•- + 2 H+    H2O2 + O2 

Le peroxyde d’hydrogène a tout ses électrons appariés, mais il est tout de même toxique car des 

réactions de type « réaction de Fenton » se produisent en présence de cations métalliques comme 

Fe2+ ou Cu+ (réaction 4). Au cours de cette réaction, le peroxyde d’hydrogène donne naissance à 

des radicaux hydroxyles •OH qui sont les espèces radicalaires les plus délétères. Sa dismutation est 

assurée par la catalase (réaction 5) et sa réaction avec le glutathion est catalysée par la glutathion 

peroxydase (réaction 6). Le glutathion est un tripeptide soufré (GSH) et sa forme réduite est 

nommée GSSG.  

(4) H2O2 + Fe2+     •OH + Fe3+ + -OH (réaction de Fenton) 

(5) H2O2 + H2O2     2 H2O + O2 

(6) H2O2 + 2 GSH     2 H2O + GSSG 

Il existe d’autres EROs telles que les radicaux peroxyles RO2
• formés par attachement de l’oxygène 

sur les radicaux centrés sur le carbone (symbolisés par R•) (réaction 7), les hydroperoxydes RO2H 

provenant de l’oxydation d’un substrat RH (réaction 8) ainsi que les radicaux alkoxyles RO• issus 

de la décomposition des hydroperoxydes (RO2H) par des cations métalliques (réaction 9).  

(7) R• + O2      RO2
• 

(8) RO2
• + RH     RO2H + R• 

(9) RO2H + Fe2+    RO• + -OH + Fe3+ 

 



Introduction – Partie III : Stress oxydant et voie Nrf2/Keap1 

 

86 

 

1.1. Le radical hydroxyle 

Le radical hydroxyle •OH est un oxydant puissant et il peut oxyder un substrat selon trois 

modes d’action différents (Delattre et al., 2005) :  

o arrachement d’un électron (réaction 10) 

o arrachement d’un atome d’hydrogène sur un substrat organique RH (réaction 11) 

o addition sur une double liaison (réaction 12) 

(10) •OH + Fe2+      Fe3+ + -OH 

(11) •OH + RH     R• + H2O  

(12) •OH + > C = C <       •C ꟷ C(OH)ꟷ 

Les deux dernières réactions conduisent à la formation de radicaux centrés sur le carbone, qui 

peuvent s’effectuer sur des bases azotées de l’ADN ou sur des acides gras. Par exemple :  

o le radical hydroxyle peut s’additionner sur une base purique de l’ADN, la guanine, d’une part 

sur la double liaison située sur les carbones C4 et C5 (voie 1, 60%) et d’autre part sur la double 

liaison située entre l’azote N7 et le carbone C8 (voie 2, 40%). Ces deux voies conduisent à la 

formation de deux radicaux distincts, respectivement centrés sur le carbone (radical R1) et sur 

l’azote (radical R2). Le radical R2 donne naissance à la 8-oxo-guanine qui est l’un des 

principaux marqueurs du stress oxydant dans l’ADN (Figure 30).  

 

Figure 30. Réaction des radicaux hydroxyles avec la guanine, par addition sur les doubles liaisons  
D’après Delattre et al., 2005. 
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o le radical hydroxyle peut également s’additionner sur l’acide linoléique, un acide gras 

polyinsaturé à longue chaîne qui entre dans la composition des phospholipides membranaires. 

Le radical hydroxyle arrache l’atome d’hydrogène en position bis-allylique, en donnant 

naissance à un radical centré sur le carbone L•. Celui-ci, en raison de la délocalisation de 

l’électron célibataire, génère deux autres radicaux L• centrés sur le carbone. Ces derniers sont 

susceptibles de réagir très rapidement avec l’oxygène pour former des radicaux peroxyles de 

type LO2
•, eux-mêmes à l’origine de phénomènes de peroxydation lipidique (Figure 31). 

 

Figure 31. Action des radicaux hydroxyles sur l'acide linoléique, par arrachement d'un atome 
d'hydrogène  

D’après Delattre et al., 2005. 

o les acides aminés constitutifs des protéines sont très sensibles à l’attaque des radicaux 

hydroxyles. Ces derniers peuvent oxyder aussi bien les acides aminés aromatiques 

qu’aliphatiques. Dans le cas des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et 

tryptophane), les radicaux •OH réagissent principalement en s’additionnant sur les doubles 

liaisons des cycles aromatiques, tandis que dans le cas des acides aminés aliphatiques (glycine, 

alanine, valine, isoleucine et leucine) ils réagissent essentiellement par abstraction d’atome 

d’hydrogène, en donnant naissance à des fonctions carbonyles (> C = O), en présence 

d’oxygène. Ces dernières sont généralement accompagnées de fragments peptidiques 

carbonylés. Dans le cas des enzymes, les radicaux hydroxyles sont susceptibles d’inactiver, ou 

du moins en partie, le site actif. Celui-ci, généralement enfoui à « l’intérieur » de la protéine, 

est en effet protégé de l’attaque des radicaux hydroxyles qui ne réagissent directement qu’avec 

les acides aminés de la « surface » protéique. 
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1.2. Le radical superoxyde 

Les radicaux superoxydes O2
•- ont une réactivité assez faible vis-à-vis des substrats bio-

organiques. Ils réagissent tout de même avec le cytochrome c, l’ascorbate et les superoxydes 

dismutases dont O2
•- est le substrat. Les radicaux superoxydes peuvent générer des espèces 

secondaires qui sont plus dommageables, à partir de la réduction du peroxyde d’hydrogène 

(réaction 13). C’est la réaction de Haber-Weiss qui nécessite la présence de cations métalliques, 

comme le fer, qui jouent le rôle de catalyseurs. Elle apparaît comme la somme des réactions 14 et 

15 (Bito and Nishigori, 2012; Delattre et al., 2005). 

(13) O2
•- + H2O2     •OH + O2 + ꟷOH 

(14) O2
•- + Fe3+    O2 + Fe2+ 

(15) H2O2 + Fe2+    •OH + Fe3+ + ꟷOH 

1.3. Le radical peroxyle 

Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de l’addition de l’oxygène sur les 

radicaux centrés sur le carbone R• (réaction 7). Ils sont généralement issus de l’action de radicaux 

hydroxyles sur les substrats biologiques (Nimse and Pal, 2015; Delattre et al., 2005). 

Les radicaux peroxyles sont des oxydants qui peuvent s’additionner sur les doubles liaisons 

(réaction intramoléculaire) (réaction 16), ou intermoléculaire, avec formation d’endoperoxydes 

radicalaires ROOR (réaction 17). 

(16) ꟷCH(O2
•)ꟷCH2ꟷCH=CHꟷ    ꟷCHꟷCH2ꟷCHꟷC•Hꟷ 

         O        O 

(17) RO2
• + > C = C <    > C• ꟷ C(O2R)ꟷ 

Les radicaux peroxyles peuvent initier des réactions en chaîne pouvant mener à la dégradation des 

membranes cellulaires sous l’effet de la peroxydation lipidique. Les radicaux L• (centrés sur le 

carbone) sont formés lors de l’attaque des radicaux hydroxyles sur les acides gras polyinsaturés. 

En présence de dioxygène, ces radicaux sont transformés en radicaux peroxyles LO2
• (réaction 18). 

Ils peuvent alors arracher un atome d’hydrogène d’une autre molécule d’acide gras proche de la 
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première, comme dans la bicouche lipidique, de telle sorte qu’il y a de nouveau formation de 

radicaux L• (réaction 19). Ce processus amplifie notablement le phénomène de peroxydation initié 

par les radicaux hydroxyles. Les réactions 18 et 19 peuvent se produire jusqu’à épuisement des 

acides gras ou de l’oxygène. Les réactions en chaîne sont stoppées lorsque deux radicaux se 

rencontrent (réactions biradicalaires 20 et 21). Outre les hydroperoxydes LO2H (réaction 19), de 

nombreux autres produits de peroxydation tels que des époxydes, des endoperoxydes, des 

alcools, des aldéhydes, des cétones peuvent apparaître et modifier considérablement l’intégrité et 

les fonctions membranaires. 

(18) L• + O2     LO2
•    

(19) LO2
• + LH     L• + LO2H 

(20) LO2
• + LO2

•   produits non radicalaires 

(21) LO2
• + L•     produits non radicalaires 

1.4. Le monoxyde d’azote 

Le monoxyde d’azote radicalaire est synthétisé à partir d’un atome d’azote du radical 

guanidium de la L-arginine et d’une molécule d’oxygène (réaction 22) (Kalyanaraman et al., 2012; 

Delattre et al., 2005).  

(22) L-arginine + O2   N-OH-L-arginine  L-citrulline + •NO 

Ses effets régulateurs s’exercent sur la plupart des grandes fonctions physiologiques de 

l’organisme telles que le tonus vasculaire et les phénomènes de neurotransmission. Il exerce des 

effets protecteurs vis-à-vis du stress oxydant en limitant la peroxydation lipidique. Cependant, le 
•NO en forte concentration peut être une cause majeure de souffrance cellulaire. Dans cette 

situation, le •NO interagit avec l’O2
•- pour former le peroxynitrile (ꟷOONO). Après protonation, le 

•NO est rapidement transformé en nitrate (réaction 23).  

(23) ꟷOONO + H+          HOONO       [HO• + NO2]     NO3
ꟷ + H+ 

La formation de peroxynitrite conduit à la perte de réactivité du •NO mais à l’oxydation de 

molécules, telles que les acides aminés. L’un des produits les plus stables est la nitrotyrosine. 



Introduction – Partie III : Stress oxydant et voie Nrf2/Keap1 

 

90 

 

La présence de •NO conduit à la S-nitrosylation du glutathion réduit intracellulaire. Ce dernier 

étant majoritairement converti en glutathion oxydé, la cellule perd une grande partie de sa 

capacité de défense contre les EROs.    

Pour empêcher les effets délétères des EROs et des ERAs, des systèmes moléculaires susceptibles 

de limiter leurs effets existent. Ce sont des antioxydants endogènes ou exogènes. 

2. Les molécules anti-oxydantes 

2.1. Les antioxydants non enzymatiques 

Des molécules vont réagir avec les radicaux libres oxygénés. Elles apparaissent comme des 

« capteurs » de radicaux libres, susceptibles de se substituer aux cibles biologiques vis-à-vis de 

l’attaque radicalaire, afin de protéger ces dernières. Les capteurs de radicaux libres oxygénés sont 

généralement des espèces réductrices, c’est-à-dire qu’elles vont donner des électrons ou des 

atomes d’hydrogène. C’est le cas des alcools, des thiols et des phénols (Delattre et al., 2005). 

2.1.1. Les thiols  

Les thiols (symbolisés ici par RSH) ont des propriétés réductrices intéressantes :  

o ils réagissent avec les radicaux hydroxyles (réaction 24) ; 

o ils ont la capacité de « réparer » les radicaux centrés sur le carbone (réaction 25), ils 

s’opposent à l’oxygène qui réagit très rapidement avec les radicaux centrés sur le carbone 

pour générer des radicaux centrés sur le soufre (RS•, radicaux thiyles).  

(24) •OH + RSH    RS• + H2O 

(25) R• + RSH    RH + RS• 

Un thiol biologique ubiquitaire dans le milieu intracellulaire, le glutathion, peut jouer ces deux 

rôles et par conséquent, il est l’un des protecteurs endogènes les plus performants (Figure 32) 

(Forman et al., 2010). 
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Figure 32. Molécule de glutathion 

Les radicaux centrés sur le soufre (RS•, radicaux thiyles), formés lors des réactions 24 et 25, ne 

sont pas inactifs et peuvent donner naissance à de nouveaux radicaux libres, centrés sur le 

carbone comme RSSR•- ou centrés sur l’oxygène comme RSO2
• et RSO• (Becker et al., 1994). L’effet 

protecteur des thiols est donc limité puisqu’il entraîne des effets secondaires via diverses formes 

radicalaires. 

L’oxydation des groupements thiols des protéines à la surface cellulaire entraine une diminution 

du ratio GSH/GSSG et est une cible biologique pour la mesure de la maturation des cellules 

dendritiques (Kagatani et al., 2010; Hirota et al., 2010).  

2.1.2. Les antioxydants d’origine alimentaire 

L’ascrobate est la forme déprotonée de l’acide ascorbique, ou vitamine C, à pH 

physiologique. C’est un antioxydant non enzymatique d’origine alimentaire très performant. Il a la 

capacité d’être recyclé et cela lui confère la possibilité de jouer le rôle d’antioxydant à plusieurs 

reprises. Il possède la capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.  

L’ascorbate,  symbolisé par AscH-, est oxydé en radicaux ascorbyles Asc- qui sont très peu réactifs 

vis-à-vis de l’oxygène et des substrats bio-organiques (réaction 26). Le recyclage de l’ascorbate 

semble être assuré, en partie, par dismutation des radicaux ascorbyles, qui conduit à la formation, 

outre de l’ascorbate, du déhydroascorbate (forme oxydée à deux électrons). 

(26) AscHꟷ + RS•    Asc•ꟷ + RSH 

Il existe d’autres antioxydants alimentaires comme la vitamine E, le tocophérol. L’α-tocophérol est 

connu pour piéger les radicaux peroxyles et alkoxyles en interceptant les réactions de propagation 

en chaine des lipides. Le produit d’oxydation du tocophérol est le radical tocopheroxyl. Dans les 
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systèmes cellulaires et lipidiques, quand l’acide ascorbique ou l’ubiquinol sont présents, le radical 

tocopheroxyl est rapidement réduit et le tocophérol est régénéré (réactions 27 et 28) (Bisby and 

Parker, 1995).  

(27) LOO• + α-Toc-OH    α-Toc-O• + LOOH 

(28) α-Toc-O• + AscHꟷ   α-Toc-OH + Ascꟷ 

2.1.3. L’acide urique 

L’acide urique est le produit issu de la dégradation des nucléosides de purine et de bases 

libres. Il est formé suite à l’oxydation de l’hypoxanthine et de la xanthine par la xanthine oxydase. 

Il s’agit d’un composé organique hétérocyclique qui est majoritairement ionisé dans les conditions 

physiologiques, sous la forme d’urate (UrH2
ꟷ) (Figure 33).  

 

Figure 33. Structure de l’ion urate  

L’acide urique est un puissant piégeur de radicaux hydroxyles, peroxydes et nitrites (réactions 29, 

30 et 31) (Ames et al., 1981; Kellogg and Fridovich, 1977; Sautin and Johnson, 2010) en produisant 

le radical UrH•ꟷ qui est relativement stable en raison de la délocalisation des électrons dans le 

noyau purine. 

(29) UrH2
ꟷ + •OH    UrH•ꟷ + HOꟷ + H+ 

(30) UrH2
ꟷ + ROO•    UrH•ꟷ + ROOꟷ + H+ 

(31) UrH2
ꟷ + ROO•    UrH•ꟷ + ROOꟷ + H+ 

L’ion urate peut être ensuite régénéré suite à la réduction du radical UrH•ꟷ  par l’ascorbate AscHꟷ, 

ce qui limite ainsi l’action du radical urate avec d’autres cibles (réaction 32).  

(32) UrH•ꟷ + AscHꟷ    UrH2
ꟷ + AscH•ꟷ 
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2.2. Les antioxydants enzymatiques 

Les antioxydants enzymatiques convertissent des produits d’oxydation potentiellement 

délétères en peroxyde d’hydrogène puis en eau. Le processus est constitué de plusieurs étapes en 

présence de co-facteurs comme le cuivre, la manganèse et le fer (Nimse and Pal, 2015). 

2.2.1. La superoxyde dismutase  

Les superoxydes dismutases ont pour substrat le radical superoxyde et catalysent leur 

dismutation en peroxyde d’hydrogène (réaction 3). Il existe trois isoformes chez l’homme :  

o une isoforme située dans le cytoplasme, nucléaire et membrane mitochondriale, et 

nucléaire avec des ions Cu2+ et Zn2+ en tant que co-facteurs associés (Cu/Zn-SOD ou SOD1),  

o une isoforme située dans la matrice mitochondriale avec des ions Mn3+ en tant que co-

facteurs associés (Mn- SOD ou SOD2),  

o une isoforme située dans la MEC, à la surface des cellules et dans les fluides extracellulaires 

(EC-SOD ou SOD3) (Fukai and Ushio-fukai, 2011).  

Le peroxyde d’hydrogène produit pourra être pris en charge par des enzymes à activité 

peroxydase, comme la catalase et la glutathion peroxydase.  

2.2.2. Glutathion peroxydase et glutathion réductase 

Les glutathion peroxydases comprennent 8 isoformes qui jouent un rôle important dans la 

détoxification des hydroperoxydes. Le site catalytique des isoformes 1, 2, 3, 4 et 6 contient une 

sélénocystéine (Sec) alors que le site catalytique de leurs congénères 5, 7 et 8 contient 

uniquement une cystéine (Brigelius-flohé and Maiorino, 2013).  

Les glutathion peroxydases permettent la réduction des peroxydes en eau. Le selenol (-SeH) dans 

les SecGPxs réagit sous la forme de selenolate avec le peroxyde d’hydrogène pour devenir un 

acide selenenique (-SeOH) (réaction 33). Cet acide retourne sous sa forme réduite –SeH grâce à 2 

GSH qui jouent le rôle de substrats réducteurs, ce qui forme du GSSG et de l’eau (réaction 34 et 

35), la glutathion peroxydase étant nommée GPx). 

(33) GPx-Seꟷ + H2O2     GPx-SeOH + OHꟷ  

(34) GPx-SeOꟷ + H+ + GSH   GPx-Se-SG + H2O 
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(35) GPx-Se-SG + GSH   GPx-Seꟷ + H+ + GSSG 

Le GSSG oxydé va être recyclé dans son état réduit GSH par la glutathion réductase. La glutathion 

réducatse est une oxydoréductase qui contient un domaine auquel le FAD peut se lier et un 

domaine auquel la forme réduite NADPH peut se lier (Couto et al., 2016). On la trouve dans les 

régions à haut flux d’électrons, à savoir le cytoplasme, le noyau et les mitochondries. La glutathion 

réductase joue un rôle important en catalysant les formes oxydées du glutathion en forme réduite 

en une réaction médiée par le NADPH (Ithayaraja, 2011) (Figure 34). 

 

Figure 34. Transformation du peroxyde d'hydrogène en eau via la glutathion peroxydase et recyclage du 
GSH par la glutathion réductase 

GPx : Glutathion peroxydase ; GR : Glutathion réductase 
 D’après Ithayaraja, 2011 

2.2.3. La catalase 

La catalase est une enzyme clé dans le métabolisme du peroxyde d’hydrogène et des ERAs et 

se situe dans les peroxysomes. Elle contient quatre sous-unités identiques. Chacune de ses sous-

unités contient quatre domaines distincts et un groupement hème (Putnam et al., 2000; Nagem et 

al., 1999). Les quatre domaines contiennent :  

o un domaine N-terminal qui contient une histidine distale essentielle pour la réaction de la 

catalase, 

o un domaine contenant huit feuillets β anti-parallèles avec une insertion de six hélices α, ce 

qui confère un noyau hydrophobe nécessaire pour la structure tridimensionnelle de 

l’enzyme, 

o un domaine de connexion avec une tyrosine résiduelle qui se lie au groupement hème, 

o des domaines en hélice α qui sont importants pour la liaison avec le cofacteur NADPH. 

La catalase permet la dismutation du peroxyde d’hydrogène (réaction 5). Cette réaction 

enzymatique se déroule en plusieurs étapes. Le groupement hème de la catalase est d’abord 
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oxydé par le peroxyde d’hydrogène, ce qui mène à la formation d’un ion intermédiaire ferrique 

hypervalent, connu sous le nom de composé I (Cpd I) (réaction 36). Cpd I est constitué d’une 

porphyrine qui joue le rôle de co-facteur. Le Cpd I retourne ensuite à son état réduit par une 

deuxième molécule de peroxyde d’hydrogène pour générer de l’eau et du dioxygène dans une 

réaction redox impliquant deux électrons (réaction 37) (Glorieux and Calderon, 2017). 

(36) Enz (Porf•+-FeIII) + H2O2     Cpd I (Porf•+ - FeIV =O) + H2O 

(37) Cpd I (Porf•+-FeIV=O) + H2O2    Enz (Porf-FeIII) + H2O + O2 

2.2.4. Les peroxyrédoxines 

Les peroxyrédoxines sont une famille ubiquitaire d’enzymes peroxydases qui dépendent de la 

cystéine, qui ne requièrent pas de cofacteur spécial pour leur activité enzymatique. Elles jouent un 

rôle prédominant dans la régulation du niveau de peroxydes dans la cellule. Durant leur cycle 

catalytique, une cystéine peroxydatique thiolate (Cp-S-) attaque le substrat hydroperoxyde et est 

oxydée en acide sulfénique (Cp-SOH), puis en une sous unité disulfide avant d’être réduite (par un 

mélange disulfide et réducteur) pour reformer le thiolate (Figure 35) (Perkins et al., 2015). 

 

Figure 35. Les sites catalytiques et régulateurs de deux cystéines peroxyrédoxines  
En brun se trouve le cycle normal de la peroxyrédoxine avec la structure des résidus de la cystéine 

peroxydative (Cp) montré à chaque état redox (le carbone est en gris, l’azote en bleu, l’oxygène en rouge et 
le soufre en jaune, les hydrogènes ne sont pas représentés)  

D’après Perkins et al., 2015 

Durant la catalyse, des changements conformationels sont observés entre une conformation 

complètement repliée (FF) dans laquelle Cp peut réagir avec les peroxydes et une forme non 
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repliée (LU) dans laquelle Cp est exposée et peut former un pont disulfure avec une forme 

« résolvante » comprenant une cystéine présente dans de nombreuses formes de 

peroxyrédoxines. Dans les formes Cp-S- et Cp-SOH, les conformations FF et LU s’équilibrent 

rapidement. Mais sous forme disulfure, les peroxyrédoxines se bloquent en conformation LU 

(Figure 35) (Ådén et al., 2011; Cao et al., 2011). La stabilisation de la conformation FF pourrait 

promouvoir une autre oxydation de Cp par des peroxydes en raison d’une opportunité de réagir 

avec une deuxième molécule de peroxyde dans le site actif. La forme Cp-SOH de ces 

peroxyrédoxines est fortement stabilisée en conformation FF ce qui forme une Cys sulfinate (Cys-

SO2
-), rendant la peroxyrédoxine inactive (Figure 35, redox régénération). La protéine sulfiredoxine 

catalyse la régénération des peroxyrédoxines I, ce qui restaure leur activité (Perkins et al., 2014). 

Les peroxyrédoxines sont décrites comme ayant une activité catalytique 1000 fois plus lente que 

celle de la catalase et des glutathion peroxydases, mais la réduction du disulfure n’est pas 

limitante. Il existe six sous familles de peroxyrédoxines qui varient selon leur localisation dans la 

cellule. Les peroxyrédoxines I et II sont localisées dans le cytosol et le noyau, la peroxyrédoxine III 

est localisée dans la mitochondrie, la peroxyrédoxine IV dans le réticulum endoplasmique, la 

peroxyrédoxine V est localisée dans les péroxysomes, les mitochondries et le cytosol et la 

peroxyrédoxine VI est localisée dans le cytosol (Rhee et al., 2012).  

2.2.5. La Glutamylcysteine synthétase et la GSH synthase 

La glutamylcystéine synthétase est une enzyme limitante qui joue un rôle clé dans la synthèse 

du GSH. Elle est composée de deux sous-unités, la glutamate-cystéine ligase catalytique et la 

glutamate-cystéine ligase régulatrice. Ce complexe permet la conjugaison de la cystéine et du 

glutamate, ce qui génère du γ-glutamylcysteine. La GSH synthase permet l’addition de la glycine ce 

qui permet la formation du GSH. La GSH exerce un rétrocontrôle négatif sur la glutamylcystéine 

synthétase (Figure 36) (Schulze et al., 2009). Ces enzymes sont retrouvées dans le cytoplasme. 
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Figure 36. La synthèse du GSH 
GCLC : Glutamate-cystéine ligase catalytique ; GCLM : Glutamate-cystéine ligase régulatrice 

D’après Schulze et al., 2009. 

2.2.6. La NADP(H) : quinone oxydoréductase 1  

La NADP(H) : quinone oxydoréductase 1 (NQO1) est une protéine homodimérique dépendante 

du FAD. Chaque monomère est constitué d’une molécule de FAD. Cette enzyme utilise les 

cofacteurs NADH ou NADPH en tant que donneurs d’électrons pour catalyser la réduction, 

obligatoirement à deux électrons, d’un large spectre de quinones (Iyanagi and Yamazaki, 1970). Le 

cofacteur et le substrat partageant le même site catalytique de l’enzyme. NQO1 est 

essentiellement localisée dans le cytosol mais a également été détecté en plus faible proportion 

dans le noyau. Cette enzyme permet la réduction des quinones et des nitroaromatiques. En faisant 

cela, NQO1 divertit les quinones électrophiles de leur participation à des réactions qui pourraient 

mener à des déplétions sulfhydryles ou à des réductions à un électron qui pourraient générer des 

semiquinones. De plus, les produits d’hydroquinones de la réaction avec NQO1 peuvent être 

métabolisés en conjugués glucuronide et sulfates, ce qui facilite leur élimination (Dinkova-Kostova 

and Talalay, 2010; Siegel et al., 2012). 

2.2.7. La heme oxygénase  

La dégradation de l’hème est critique car celui-ci peut être toxique pour les cellules. Lorsque 

l’hème est complexé avec les protéines comme le cytochrome c ou le cytochrome P450, il est 

aménagé dans une poche hydrophobe et n’est pas dangereux (Wegiel et al., 2014). Mais les 

hèmes libres peuvent entraîner des dommages oxydants car le fer se détache rapidement de 
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l’anneau porphyrine de l’hème. L’hème a été décrit comme induisant une oxydation des lipides 

dans une étude in vitro sur des cellules endothéliales (Balla et al., 1991). 

La hème oxygénase (HO) est une enzyme de choc thermique (heat shock protein) qui déclenche la 

dégradation de l’hème, en le convertissant en biliverdine (Wegiel et al., 2014).  

Il existe deux isoformes capables de convertir l’hème en biliverdine : HO-1 qui est induite par le 

stress oxydant et HO-2 qui est exprimée constitutivement dans de nombreux organes (Ewing and 

Maines, 1992). Lors de la catalyse, il y a libération de monoxyde de carbone, ce qui est permis 

grâce à une molécule du cofacteur NADPH. La conversion de la biliverdine en bilirubine nécessite 

également une molécule de NADPH. Les molécules de NADP+ ainsi formées vont pouvoir être 

utiles aux voies anaboliques telles que la voie des pentoses phosphates. HO-1 est un membre clé 

du métabolisme cellulaire et son activité peut influencer d’autres voies de signalisation dans 

lesquelles NADPH est impliqué, comme la synthèse des acides gras ou le métabolisme oxydant du 

cytochrome P450. Mais la dégradation du monoxyde de carbone, du fer et de la bilirubine 

influence également plusieurs processus cellulaires (Figure 37). (Wegiel et al., 2014) 

 

Figure 37. Cross-talk de la dégradation de l'hème et le métabolisme cellulaire  
D’après Wegiel et al., 2014 
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3. Nrf2 et peau 

3.1. Peau et espèces réactives 

Dans la peau saine, tous les types cellulaires produisent des EROs et des ERAs (Korkina and 

Pastore, 2009). Les mélanocytes et les KCs produisent du peroxyde d’hydrogène et des radicaux 

superoxydes par la réaction de la pheomélanine et des UVs (Pelle et al., 2005). Les fibroblastes et 

les autres cellules produisent de larges quantités d’anions superoxydes en tant que produit dérivé 

de transfert d’électron dans la chaîne respiratoire mitochondriale (Bazso-Dombi et al., 2000). 

Du fait de son exposition directe aux UVs et aux xénobiotiques, la peau est riche en systèmes 

antioxydants.   

La couche cornée est la couche la plus exposée à l’oxygène moléculaire et aux irradiations UVs. Les 

lipides extracellulaires qui la composent sont protégés de l’oxydation par des antioxydants 

liposolubles tels que la vitamine E et l’ubiquinol (coenzyme Q10).  

Dans les couches plus inférieures de l’épiderme se trouvent les KCs, les mélanocytes, les cellules 

de Langerhans et les cellules immunitaires circulantes. Des antioxydants hydrosolubles sont 

présents dans le cytoplasme des cellules tels que l’acide ascorbique, le glutathion et l’acide urique 

(Thiele et al., 2006). 

Dans la couche basale de l’épiderme et dans le derme, il y a une abondance d‘enzymes anti-

oxydantes décrites dans le paragraphe précédent, telles que la catalase, la superoxyde dismutase, 

la glutathion peroxydase et principalement la glutathion peroxydase 3 et les peroxyrédoxines. 

(Holley et al., 2014). Il a été découvert que le rôle homéostatique de la superoxyde dismutase à 

travers la réponse des KCs aux Uvs est médié par le epidermal growth factor receptor (Packer and 

Valacchi, 2002). La superoxyde dismutase 3 est exprimée de façon prédominante dans la MEC, où 

elle se lie aux protéoglycanes d’héparine sulfate (Holley et al., 2014).  

Les fonctions métaboliques des cytochromes des cellules de la peau (KCs, fibroblastes et cellules 

dendritiques) contribuent à la génération des EROs à travers la réduction de l’oxygène moléculaire 

en anion radicalaire superoxyde. C’est le cas du CYP2E1, CYP2B1, CYP1A1, CYP1A2 et CYP3A (West 

et al., 2008).  
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Si un déséquilibre survient entre les systèmes oxydants et les capacités anti-oxydantes d’un 

organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire, on parle de stress oxydant. (Barouki, 

2006). Dans un premier temps, la cellule ne modifie pas ses propriétés biologiques mais si les EROs 

et les ERAs continuent à s’accumuler, des gènes codant des enzymes anti-oxydantes ou impliquées 

dans la réparation de l’ADN sont activés (Roussel et al., 2005). La chaîne respiratoire, les 

cytochromes P450 et la NADPH oxydase peuvent être réprimés car ils sont susceptibles de libérer 

des EROs (Barouki and Morel, 2001). La cellule ayant adapté ses fonctions biologiques suite aux 

modifications de son environnement, on parle de stress. Si le stress est trop important, la cellule 

peut rentrer en apoptose. 

3.2. La voie Nrf2/Keap1 

Le facteur de transcription Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) est un indicateur 

de stress oxydant pour la cellule. Il s’agit d’un membre de la famille cap’n’collar, basic leucine 

zipper, qui inclue également p45NF-E2, Nrf1, Nrf3, BACH1 et BACH2 (Sykiotis and Bohmann, 2010). 

Nrf2 forme un dimère avec l’une des petites protéines Maf et se lie à des séquences antioxydantes 

ou électrophiles localisées dans les régions promotrices de gènes codant pour des protéines de 

défense cellulaire (Tableau 6). Ces séquences sont appelées antioxidant response element (ARE) 

et plusieurs centaines de gènes comprenant cette séquence promotrice ont été identifiés (Suzuki 

and Yamamoto, 2015). 
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Tableau 6. Liste non exhaustive des différentes protéines contrôlées pas Nrf2  

Enzymes qui 

contrôlent l’équilibre 

redox intracellulaire 

Superoxyde dismutase (SOD 1, 2 et 3) (Zhu et al., 2005) 

Catalase (Zhu et al., 2005) 

Glutathion peroxydase (Gpx1, 2, 3 et 4) (Banning et al., 2005) 

Glutathion réductase (Zhu et al., 2005) 

Thiorédoxine (Trx) (Zhang et al., 2013) 

Thiorédoxine réductase (TrxR) (Hintze et al., 2003) 

Peroxyrédoxine (Prx 1 et 3) (Chowdhury et al., 2009) 

Glutamate cystéine ligase catalytique (GCLC) (Yang et al., 2005) 

Sulfiredoxine (Srxn) (Bae et al., 2009) 

 

Enzymes de 

détoxification de 

phase II 

Glutathion-S-transférase (GSTs, GSTA, GSTT, 

GSTP, GSTM et GSTO) 
(Zhu et al., 2005) 

UDP-glucoronyl transférase (UGT) (Kalthoff et al., 2010) 

Epoxyde hydrolase (Lubet et al., 2016) 

NADP(H) : quinone oxydoréductase 1 (NQO1) (Zhu et al., 2005) 

Enzymes et protéines 

cytoprotectrices 

Hemo oxygénase 1 (HO-1) (Hintze et al., 2003) 

Ferritine (Pietsch et al., 2003) 

Transporteurs 

(contrôle de l'efflux 

des substances intra-

cellulaires et 

xénobiotiques) 

Multidrug resistance associated protein (MRP) (Ji et al., 2013) 

Facteurs de 

transcription 
MafF et MafG (Toki et al., 1997) 

Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap 1) est le répresseur cytosolique de Nrf2, il interagit avec 

l’un de ses domaines correspondant à un signal de sa dégradation, appelé Nrf2-ECH homology 

domain 2. Keap 1 intéragit également avec la protéine Cullin 3 (Cul3) pour former un complexe 

ubiquitin E3 ligase qui entraîne l’ubiquitination de Nrf2 presque exclusivement (Suzuki and 

Yamamoto, 2017). Les résidus lysine (K) qui résident entre les deux motifs sont la cible de 

l’ubiquitination. En condition basale, il est lié à Nrf2 dans le cytoplasme et entraîne son 

ubiquitination et sa dégradation par la protéasome 26S.  
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L’homodimère de Keap1 se lie à une molécule de Nrf2 à deux endroits par le biais de motifs DLG 

(faible affinité) et ETGE (forte affinité). Les deux motifs se lient individuellement à une poche dans 

le domaine double glycine repeat and C-terminal (DC) de Keap1. Les activateurs de Nrf2 inactivent 

Keap1 via la modification des résidus de cystéine (Cys) et Nrf2 est stablisé. Les nouvelles molécules 

de Nrf2 synthétisées transloquent dans le noyau. Nrf2 forme un hétérodimère avec les petites 

protéines Maf (sMaf) et active ses gènes cibles via les séquences ARE (Figure 38). 

 

Figure 38. Interaction de Keap1 et Nrf2  
D’après Suzuki and Yamamoto, 2017. 

Dès le début de l’analyse de la voie de signalisation Nrf2/Keap1, ce système a été lié à un groupe 

d’inducteurs biologiques et il a été trouvé que la majorité des activateurs de Nrf2 étaient 

électrophiles et réagissaient avec les thiols nucléophiles, dont les groupes cystéine sulfhydryles. La 

modification des résidus de cystéine de Keap1 résulte en l’inhibition de son activité ubiquitine E3 

ligase. 

L’activité de Nrf2 est également contrôlée par phosphorylation. Nrf2 peut être phosphorylé par 

PERK, une des kinases contrôlant la réponse de stress de surcharge du réticulum, ou UPR 

(Unfolded Protein Response), ce qui entraîne son détachement de Keap1 (Cullinan and Diehl, 

2004). Nrf2 peut également être phosphorylé en plusieurs résidus serine et thréonine par des 

kinases de la famille des MAP kinases : extracellular signal-regulated protein kinases (ERKs), la c-

jun N-terminal kinases (JNKs) et la p38 kinases (Sun et al., 2009). 
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En plus de protéger du stress oxydant et des xénobiotiques, Nrf2 est également connu pour 

atténuer l’inflammation. Nrf2 se lie à une région promotrice proximale de gènes pro 

inflammatoires de cytokines, incluant l’il-6 et l’il-1β et inhibe l’expression de leurs gènes. (Suzuki 

and Yamamoto, 2017).   

3.3. Organisation de Nrf2 dans la peau 

 Nrf2 est exprimé dans tous les types cellulaires de la peau, avec une présence accrue dans 

les KCs (Schäfer et al., 2012). Un gradient de l’expression de Nrf2 et son activité a été décrite dans 

des cellules normal human epidermal keratinocytes (NHEK) ayant subi une différenciation par 

prolongation de leur culture après confluence (Piao et al., 2011). L’expression de NQO-1 est 

induite à un stade tardif de différenciation des NHEK (7 jours après la confluence des cellules), 

tandis que Nrf2 a été activé quelques jours avant (au bout de 3 jours). Les cellules des couches 

supérieures expriment davantage Nrf2 et ses gènes cibles que les cellules basales non 

différenciées (Figure 39). Le gradient de Nrf2 coïncide avec l’apoptose préférentielle des KCs des 

couches supérieures, en réponse à l’environnement et particulièrement aux irradiations UVs. La 

présence de Nrf2 est importante pour l’élimination des cellules endommagées ou mutées et la 

protection des KCs des couches supérieures de l’épiderme est cruciale pour l’intégrité de la peau 

(Schäfer and Werner, 2015). 

 

Figure 39. Nrf2 protège les kératinocytes des couches suprabasales des dommages générés par les ROS  
L’expression et l’activité de Nrf2 augmente avec la différenciation des KCs.  

D’après Schäfer and Werner, 2015. 
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3.4. Nrf2 et différenciation des kératinocytes 

Des marquages en immunohistochimie ont montré que Nrf2 était détecté de façon uniforme dans 

l’épiderme humain et Keap 1 détecté de façon prédominante dans les couches basales et 

épineuses de l’épiderme (Natarajan et al., 2010a). Une autre étude réalisée sur des NHEK a 

montré que la translocation de Nrf2 dans le noyau augmentait graduellement quand les NHEK se 

différenciaient.  

Un modèle de cellules NHEK transduites par un adénovirus recombinant, exprimant Nrf2, a permis 

de montrer que Nrf2 régule les expressions de la loricrine et les kératines 10, protéines exprimées 

lors de la différenciation terminale de l’épiderme (Lee et al., 2014). Lee et al. ont également 

montré que Nrf2 se fixerait à une séquence promotrice du gène codant la loricrine en régulant sa 

transcription. Ces résultats ont permis d’indiquer que Nrf2 est un facteur de transcription impliqué 

dans la différenciation des KCs en modulant l’expression de l’involucrine. 

3.5. Nrf2, UVs et vieillissement 

3.5.1. Nrf2 et UVs 

Les radiations UVs sont composées des UVA, des UVB et des UVC, d’après la longueur d’onde 

des photons. Les UVA ont la longueur d’onde la plus longue (315-400 nm), les UVB ont une 

longueur d’onde intermédiaire (290-320 nm) et les UVC ont la longueur d’onde la plus courte 

(100-280 nm). La lumière ambiante est composée principalement des UVA (90-95%) et des UVB (5-

10%), la plupart des UVC provenant du soleil sont retenus par la couche d’ozone (Amaro-Ortiz et 

al., 2015). Les radiations UVs ont un effet mutagène responsable de pathologies de la peau, 

incluant des érythèmes, un vieillissement prématuré et des cancers. Nrf2 jouant un rôle dans la 

défense antioxydante, il a été étudié dans la photoprotection. Les UVA et les UVB augmentent 

tous deux le niveau d’EROs intracellulaires. Plusieurs laboratoires ont étudié l’activation de Nrf2 

dans des modèles humains et murins. Ils peuvent être résumés dans le tableau suivant (Tableau 

7).  
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Tableau 7. Régulation de Nrf2 par la lumière UV  
D’après Schäfer and Werner, 2015. 

Espèce, type 
cellulaire et 
traitement 

In vitro/in 
vivo 

Dose 
UVA [J/ 

cm2] 

Dose 
UVB 
[mJ/ 
cm2] 

Activation de 
Nrf2 Références 

KCs 

UVB 

Souris 
In vitro 

 0,75 ↑ (Kannan and Jaiswal, 
2006) 

 2 ↓ Kannan and Jaiswal, 
2006 

 10-40 → (Durchdewald et al., 
2007) 

In vivo  100-300 → (Durchdewald et al., 
2007) 

Homme In vitro  10 ↓ (Kokot et al., 2009) 

UVA 

Souris In vitro 5-20  → (Durchdewald et al., 
2007) 

Homme 

In vitro 20  → (Zhao et al., 2013) 

 22,5  ↑ (Marrot et al., 2007) 

 40  ↗ (Zhao et al., 2013) 

Lumière du soleil 

Homme In vitro 16,8 480 ↗ (Marrot et al., 2007) 

      
Fibroblastes 

UVB 

Souris In vitro  15-200 → (Hirota et al., 2005) 

Homme 
In vitro  0,75 ↑ (Kannan and Jaiswal, 

2006) 

  2 ↓ (Kannan and Jaiswal, 
2006) 

UVA 

Souris In vitro 10  ↑ (Hirota et al., 2005) 

Homme 
In vitro 25  ↑ (Zhong et al., 2010) 

 40  ↑ (Gruber et al., 2010) 
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L’irradiation de KCs humains avec 20 J/cm² d’UVA a montré peu d’effet sur l’expression des gènes 

médiés par Nrf2, tandis que 40 J/cm² était plus important. Une autre étude a également montré 

un effet positif des UVA sur l’activité de Nrf2. Des cellules NHEK ont été irradiées avec 22,5 J/cm² 

d’UVA qui ont induit une transcription des gènes cibles de Nrf2 (nqo-1 et gclc). Une exposition 

avec la lumière du soleil, un mélange de 16,8 J/cm² d’UVA et de 480 mJ/cm² d’UVB) ont reflété un 

effet mineur sur l’activation de Nrf2. Ce résultat suggère que les irradiations des UVB ont un effet 

inhibiteur sur Nrf2. Ceci a été confirmé dans une étude in vitro avec des NHEK et des mélanocytes, 

mais aussi ex vivo avec des explants de peau, où une irradiation à une dose physiologique de 10 

mJ/cm² d’UVB a réduit l’expression de Nrf2 et de ses gènes cibles (HO-1, GCLC et GST) (Kokot et 

al., 2009).  

Les UVA peuvent atteindre les fibroblastes car leur longueur d’onde est élevée, alors que les UVB 

sont absorbés par l’épiderme. Dans des fibroblastes humains primaires, l’irradiation avec 40 J/cm² 

d’UVA a induit la formation de phospholipides oxydés, qui ont permis l’activation de HO-1 (Gruber 

et al., 2010). 

Dans l’épiderme murin, l’apoptose des KCs induite par les UVB est plus importante dans les 

cellules de la couche basale. Pourtant, les UVs sont plus importants dans les couches supérieures, 

car les KCs les absorbent fortement (Anderson and Parrish, 1981). Par son rôle cytoprotecteur, 

Nrf2 est en partie responsable de l’apoptose moins importante dans les couches suprabasales 

(Schafer et al., 2010). La protection des UVs médiée par Nrf2 se produit de façon paracrine : les 

KCs différenciés présentent une forte activité de Nrf2, ce qui leur permet de protéger les KCs des 

couches basales des dégâts que provoquent les UVs (Figure 40).  
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Figure 40. Modèle d'une protection des KCs des UVB médiée par Nrf2  
Le schéma du milieu présente un épiderme murin avec la lame basale (BL), la couche épineuse (SL), la 

couche garnuleuse (GL) et la couche cornée (CL). Une protection paracrine des KCs basaux par les KCs des 
couches suprabasales est postulée dans l’épiderme, indiquée par des flèches. Le GSH est synthétisé par une 
réaction à deux étapes catalysée par la glutamate cysteine ligase (Gcl) et la glutathione synthetase (Gss). Le 

substrat limitant pour cette réaction est la cystéine (Cys). Les KCs des couches supérieures importent la 
cystéine extracellulaire (Cys2) par le co-facteur Xc

-. Cys2 est ensuite réduit en cys. Le GSH et la cys sont 
exportés par les KCs des couches supérieures. Le GSH est exporté par des multidrug resistance proteins 

(Mrps). Le GSH extracellulaire subit une réaction avec échange de thiols avec cys2 pour former la cys. La cys 
est importée dans les KCs des couches basales par l’importateur Asc et sert de substrat pour la synthèse de 

GSH. 
D’après Schafer et al., 2010. 

Après une forte exposition aux UVB, comme c’est le cas dans les couches superficielles de 

l’épiderme, le niveau d’EROs et la déplétion du GSH augmentent et la protection paracrine des KCs 

est réduite. Cette protection réduite entraine une apoptose des KCs de la couche basale. Grâce à 

l’apoptose, le risque de transformation maligne des cellules de la couche basale est limité. En 

revanche, les cellules des couches suprabasales, qui servent de maintien pour l’épiderme, sont 

préservées (Schäfer et al., 2010).  
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3.5.2. Nrf2 et photo-vieillissement 

Les EROs induits par les UVs entrainent des altérations de l’épiderme et du derme. La voie de 

signalisation nucleotide excision repair est impliquée dans la réparation des lésions provoquées 

par les UVs (Ichihashi et al., 2003). La réparation par excision de nucléotides agit sur des lésions 

qui distordent de façon conséquente la double hélice d’ADN, comme les dimères de pyrimidines 

générés par les UV. Ce type de réparation est ubiquitaire et son efficacité diminue avec l’âge. Le 

stress oxydant active la sénescence cellulaire en ciblant cette voie de réparation des dommages 

cellulaires (Velarde et al., 2012). La sénescence cellulaire est associée à une capacité réduite de 

division et de prolifération, parfois en conjonction avec un raccourcissement des télomères. Des 

KCs humains NHEK exposés au peroxyde d’hydrogène ont subi un raccourcissement de ces 

télomères, asscocié à une diminution de la prolifération et un élargissement cellulaire (Yokoo et 

al., 2004).  

Le rôle de Nrf2 a été étudié dans le cas du photo-vieillissement sur un modèle de souris déficiente 

en Nrf2 (Nrf2 ko). Ces souris irradiées aux UVB subissent un photo-vieillissement accéléré : la 

formation de rides épaisses a été observée (Figure 41), ainsi qu’une perte de la flexibilité de la 

peau et une plus grande épaisseur de l’épiderme (Hirota et al., 2011). Une diminution du taux de 

GSH cutané a également été mesurée. Il semblerait donc que la voie de Nrf2/Keap1 joue un rôle 

dans la prévention du photo-vieillissement en maintenant un niveau élevé d’antioxydants, comme 

le GSH, dans la peau. 

 
Figure 41. La formation de rides est augmentée chez les souris Nrf2 ko  

Le dos préalablement rasé des souris a été exposé 3 fois aux UVB pendant 15 semaines, la dose d’UVb 
totale était de 6,39 J/cm². (a) souris wild type non irradiée, (b) souris Nrf2 ko non irradiée, (c) souris wild-

type irradiée et (d) souris Nrf2 ko irradiée. 
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D’après Hirota et al., 2011. 

3.6. Nrf2 et polymorphisme 

 Les organes affectés par le polymorphisme de Nrf2 semblent être ceux qui sont en contact 

avec le stress lié à l’environnement. Il s’agit par exemple de la peau (Guan et al., 2008), de 

l’intestin (Arisawa et al., 2007, 2008) et des poumons (Calverley and Walker, 2003).  

3.6.1. Polymorphisme et cancer 

L’expression des protéines dépendantes de Nrf2 est cruciale pour éliminer les substances 

carcinogènes et maintenir l’homéostasie cellulaire. Nrf2 joue donc un rôle important dans la 

prévention du cancer (Lau, Nicole F Villeneuve, et al., 2008; Iida et al., 2004). Ainsi, certains 

laboratoires ont étudié les mutations de Nrf2 présentes sur des cellules cancéreuses. Un 

séquençage effectué sur plus d’une centaine de lignées cellulaires cancéreuses et de cellules 

primaires a permis de caractériser ces mutations.  

Des mutations somatiques de Nrf2 ont été répertoriées sur l’un ou sur ses deux motifs 

terminaux, DLG et ETGE, qui permettent sa liaison à Keap1 (Figure 42). Une mutation sur le 

domaine de faible affinité de Nrf2, DLG, est suffisante pour permettre à Nrf2 d’échapper à sa 

dégradation par le protéasome 26S (Shibata et al., 2008).  

 

Figure 42. Les mutations de Nrf2 dans les cancers chez l'homme  
D’après Shibata et al., 2008. 
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Dans un cas de carcinome de cellules squameuses, une mutation de l’exon 2 qui inclut les 

séquences codant les motifs DLG et ETGE a été observée par PCR (Kim et al., 2010). Après analyse 

de coupes de peau de patients atteints de carcinomes, il a été montré que 30% d’entre eux 

présentaient un défaut d’expression de GCLC et NQO-1. La prévalence des mutations de Nrf2 

provoquant des cancers des cellules squameuses de la peau est estimée à 7% (Gęgotek and 

Skrzydlewska, 2015). 

3.6.2. Polymorphisme et vitiligo 

Le vitiligo vulgaris est un trouble de la pigmentation qui résulte de l’inhabilité des 

mélanocytes à produire de la mélanine et/ou l’apoptose de ces cellules. Plusieurs régions du corps 

perdent progressivement leur pigmentation. Le stress oxydant a été mis en évidence dans cette 

pathologie, car une accumulation de peroxyde d’hydrogène a été mesurée dans l’épiderme de 

patients (Schallreuter et al., 1999). C’est la présence de ce peroxyde d’hydrogène qui va entrainer 

l’apoptose des mélanocytes. Une diminution de la catalase a été observée dans des mélanocytes 

de patients atteints de vitiligo (Maresca et al., 1997). Le rôle de Nrf2 dans la pathogénèse de cette 

maladie a été suggéré suite à une étude réalisée sur une population chinoise, qui indiquait que le 

polymorphisme de la région promotrice de Nrf2 était associé au développement de cette maladie 

(Guan et al., 2008). Une étude réalisée sur 22 patients a montré que les peaux lésées avaient une 

expression plus faible de l’ARN messager codant pour Nrf2 par rapport aux peaux de volontaires 

sains (Amin et al., 2013).  

Cependant, des controverses existent concernant l’implication de Nrf2 dans le vitiligo, car une 

augmentation de l’expression de Nrf2 et ses gènes cibles nqo1 et gclc a été observée sur des 

peaux lésées (Natarajan et al., 2010b). Cela signifie que la réponse des protéines cytoprotectrices 

ciblées par Nrf2 est altérée. En cas de stress oxydant, l’activation de Nrf2 est défaillante, ce qui 

aboutit à une apoptose des mélanocytes.  

Le CinA pourrait avoir un potentiel thérapeutique pour le traitement du vitiligo et d’autres 

désordres causés par le stress oxydant, en tant qu’activateur de Nrf2 dans la lignée HaCaT (Uchi et 

al., 2017). 
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3.7. Etude d’un gain de fonction de Nrf2 sur la peau 

 L’activation pharmacologique de Nrf2 est une approche prometteuse pour la prévention ou 

la thérapie de maladies de la peau. Il a été montré que les activateurs de Nrf2 protégeaient 

l’épiderme des dommages induits par les UVs  (Dinkova-Kostova et al., 2006). une accumulation de 

Nrf2 peut tout de même avoir des effets délétères : les souris déficiente en Keap1 ne sont pas 

viables à cause d’une hyperkératose de leur œsophage (Wakabayashi et al., 2003). 

3.7.1. Corrélation avec l’ichthyose lamellaire 

 Une activation de Nrf2 peut mener à de sévères anomalies de la peau, qui s’apparentent à 

celles des patients qui souffrent d’ichthyose (Hohl and Williams, 2011). Une étude sur la souris, 

dans un modèle présentant un gain de fonction de Nrf2 dans les KCs, a montré que ces anomalies 

reposent sur 3 critères :  

 une achantose de l’épiderme provoquée par 4 à 7 couches basales et épineuses. Ceci est 

provoqué par une hyperprolifération des KCs, observé par un marquage au BrdU ;  

 une hyperkératose massive et un élargissement des glandes sébacées sont observés après 

un marquage HE ; 

 un léger érythème est observé, provoqué par une augmentation modérée des mastocytes 

et neutrophiles (Schäfer et al., 2012).  

Il a été récemment montré que Nrf2 avait une activité pro-inflammatoire et qu’il stimulait la 

prolifération des cellules épithéliales. L’un des mécanismes d’action sous-jacent pourrait être la 

cytokine IL-36γ, qui a été décrite comme étant une nouvelle cible directe de Nrf2 dans les KCs, à la 

fois dans un modèle murin et dans la lignée cellulaire HaCaT (Kurinna et al., 2016). L’activation de 

l’expression de l’IL-36γ pourrait se produire après activation de Nrf2 par un xénobiotique dans 

l’épiderme (Figure 43). L’IL-36γ stimule la prolifération des KCs de façon autocrine. L’IL-36γ et l’IL-

36α permettent également aux fibroblastes d’induire l’expression de mitogènes de KCs tels que 

l’IL-6, ce qui est propice à la prolifération des KCs de façon paracrine.  
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Figure 43. La régulation de l'IL-36γ et de l'IL-36α par Nrf2 dans les kératinocytes et leur effet sur la 
prolifération des kératinocytes  

D’après Kurinna et al., 2016. 

3.7.2. Impact sur la fonction barrière et la différenciation de l’épiderme 

 L’hyperkératose est un mécanisme compensatoire d’un déséquilibre de la barrière 

épidermique, comme observé chez les patients avec de l’ichthyose (Proksch et al., 2008). La 

mesure de la perte en eau (transepidermal water loss), a été réalisée sur le modèle murin. La peau 

du dos des souris dont les KCs sur-expriment Nrf2 a montré une perte en eau plus importante. En 

revanche, les marqueurs de différenciation tels que la loricrine, l’involucrine et la filaggrine ont 

une expression augmentée mais sont distribués de façon normale chez les souris dont les KCs 

présentent un gain de fonction de nrf2 (Schäfer et al., 2012).  

3.7.3. Nrf2 et keratines  

Les souris dont les KCs présentent un gain de fonction de Nrf2 ont une distribution des 

kératines 10 et 14 similaire à celle des wild type (Schäfer et al., 2012). Les kératines 10 sont 

caractéristiques des couches suprabasales alors que les kératines 14 sont exprimées dans les 

cellules non différenciées de la couche basale.  

Les kératines 6, 16 et 17 ne sont exprimées que par les KCs des épithéliums hyperprolifératifs et 

lors de la cicatrisation cutanée (Paladini and Coulombe, 1998). Ces trois kératines ont été décrites 



Introduction – Partie III : Stress oxydant et voie Nrf2/Keap1 

 

113 

 

comme étant présentes dans les couches supérieures des épidermes psoriatiques (Leigh et al., 

1995). Le psoriasis est une pathologie de la peau, provoquée par une inflammation chronique, 

caractérisée par une hyperprolifération et une différenciation aberrante des KCs. Une étude sur 

des épidermes de patients atteints de psoriasis a été réalisée et les résultats d’immunohistochimie 

ont montré que leurs épidermes exprimaient davantage de Nrf2 que ceux des sujets sains (Yang et 

al., 2017a). Nrf2 augmente l’expression des kératines 6, 16 et 17 dans les KCs primaires et les 

cellules de la lignée cellulaire HaCaT, en se liant à leur région promotrice.  

3.8. Nrf2 et sensibilisation cutanée 

Keap1 contient des résidus de cystéine hautement réactifs, notamment les cystéines 273 et 

288 (Wakabayashi et al., 2004). Des modifications covalentes des cystéines réactives de Keap1 par 

des molécules oxydantes ou électrophiles mène à sa dissociation de Nrf2, ce qui empêche sa 

dégradation. Nrf2 va s’accumuler dans le noyau et induire la transcription de ses gènes cibles 

(Figure 44). La réactivité d’une molécule sur les cystéines de Keap1 cible l’activation de Nrf2. 

 
Figure 44. Keap1 est modifié de façon covalente par le cinnamaldehyde  

D’après Natsch and Emter, 2008. 

Comme évoqué dans le chapitre précédent, les fragrances peuvent posséder des fonctions 

électrophiles ou oxydantes et de ce fait activer la voie de signalisation Nrf2/Keap1. Des études in 

vitro sur la THP-1, lignée cellulaire utilisée en substitut des DCs, ont montré une activation de Nrf2 

en réponse au CinA (Migdal et al., 2013). Une activation de Nrf2 en réponse au CinA a également 

été décrite dans le modèle de monocyte derived dendritic cells (MoDC) et de bone marrow 

derived dendritic cells (BMDC) (El Ali et al., 2017). 102 substances chimiques dont le potentiel 

sensibilisant pour la peau est connu, ont été testées sur la lignée cellulaire AREc32. Cette lignée 
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est dérivée de la lignée mammaire humaine MCF-7 qui contient un gène codant pour la luciférase 

dans les régions ARE. 83% des molécules décrites comme étant sensibilisantes ont effectivement 

induit l’activité de la luciférase, ce qui montre une haute spécificité du test (Natsch and Emter, 

2008).  

Une étude réalisée au laboratoire sur un modèle de souris déficiente en Nrf2 (Nrf2 ko) a identifié 

le rôle de Nrf2 dans la régulation de la DAC (El Ali et al., 2013). Les souris Nrf2 ko exhibaient une 

réponse exacerbée de l’hypersensibilité de contact en réponse aux molécules sensibilisantes telles 

que le DNCB et le CinA, d’après des résultats du test LLNA et le mouse ear swelling test (MEST). De 

plus, les DCs dérivées de la moelle osseuse des souris Nrf2 ko ont montré une plus forte apoptose 

en réponse au DNCB et au CinA. La production d’espèces réactives était également plus élevée 

chez ces souris (El Ali et al., 2017). 
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Le linalol et le limonène sont des terpènes insaturés qui sont abondamment présents dans 

les produits cosmétiques. Au contact de l’air, ils vont s’autoxyder pour former des hydroperoxydes 

allyliques, qui sont classés comme étant des allergisants forts d’après les résultats du test chez la 

souris, le LLNA. De par leur grande réactivité chimique, ces molécules peuvent induire un stress 

oxydant sur les cellules de la peau et activer le facteur de transcription Nrf2. Elles vont également 

former des adduits avec les protéines de la peau, qui vont être pris en charge par les DCs. Les DCs 

jouent un rôle primordial dans la génération d’une allergie de contact : elles vont migrer jusqu’aux 

ganglions lymphatiques et activer les lymphocytes T. Contrairement à d’autres molécules 

allergisantes telles que le CinA, le mécanisme d’action des terpènes et des hydroperoxydes 

allyliques sur les DCs est peu décrit.  

Dans ce contexte, mon premier objectif de thèse était d’étudier le mécanisme d’action de ces 

terpènes et leurs hydroperoxydes allyliques sur la lignée cellulaire THP-1, en tant que substitut 

aux DCs. Le rôle du facteur de transcription Nrf2 en réponse à ces produits a également été 

investigué.  

Les KCs sont les premières cellules à être en contact avec les molécules allergisantes dans la peau, 

entrainant l’expression de facteurs chimioattractants qui attirent les DCs jusqu’au site 

d’exposition. L’un des tests in vitro de mesure du potentiel allergisant des molécules chimiques 

s’effectue sur une lignée de KCs : le KeratinoSens. Cependant, les modèles in vitro de culture en 

monocouche peuvent être critiqués, car des différences dans l’expression protéique et génique 

ont été observées entre les cellules en culture 2D et 3D. De plus, dans ce test in vitro, les 

molécules allergisantes sont utilisées à des concentrations subtoxiques, c’est-à-dire que la viabilité 

cellulaire est de 80 % après 24h d’exposition au produit. Or les consommateurs de produits 

cosmétiques sont exposés à de faibles concentrations de molécules allergisantes, mais plusieurs 

fois par jour ou par semaine. 

Le deuxième objectif de ce travail a été d’étudier l’impact de l’exposition répétée d’une 

molécule allergisante, à faible concentration, sur la différenciation d’un épiderme en 3D. 
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Les allergies et les irritations de la peau sont les problèmes les plus fréquents causés par les 

ingrédients parfumants. De nombreux terpènes odorants, présents dans les huiles essentielles 

végétales  utilisées pour leur pouvoir parfumant dans les produits cosmétiques, tels que le 

limonène et le linalol, sont considérés comme des molécules allergisantes faibles pour la peau. Au 

contact de l’air, ces produits vont s’autoxyder pour former des diols, des époxydes et des 

hydroperoxydes allyliques. Les hydroperoxydes allyliques sont classés comme étant des 

sensibilisants forts d’après les résultats du Local Lymph Node Assay, test réalisé chez la souris. 

Cependant, le mécanisme d’action de leur effet sur le système immunitaire reste incertain.   

Les DCs jouant un rôle clé dans la DAC, nous avons étudié leur activation par deux terpènes, le 

linalol (LINA) et le limonène (LIMO) et leurs hydroperoxydes allyliques respectifs (LINA-OOH, 

LIMO-OOH). Un mélange de deux isomères de LINA-OOH, avec la fonction hydroperoxyde sur les 

carbones 6 et 7 (LINA-OOH 6 + 7) et un isomère de LINA-OOH avec la fonction hydroperoxyde sur 

le carbone 7 (LINA-OOH 7) ont été utilisés. Nous avons utilisé la lignée THP-1, en substitut des DCs, 

car c’est la lignée actuellement utilisée dans le test in vitro validé h-CLAT (OCDE 442E). Les 

résultats nous indiquent que les hydroperoxydes de limonène et de linalol se comportent 

différemment.  

Les terpènes et hydroperoxydes de linalol et de limonène oxydent les thiols de surface après 30 

minutes d’exposition, mais seuls les hydroperoxydes maintiennent cette oxydation jusqu’à deux 

heures, alors qu’un recyclage plus rapide des thiols est observé après exposition aux terpènes. Le 

stress oxydant induit par le LINA-OOH est plus fort que celui observé après exposition au LIMO-

OOH : la diminution du rapport GSH/GSSG est plus importante et il y a une production d’espèces 

réactives. Les espèces réactives ne sont mesurées qu’en réponse au LIMO-OOH. Contrairement au 

LINA, le LIMO induit une diminution du rapport GSH/GSSG. 

Le LINA-OOH induit également une accumulation de Nrf2 plus importante en comparaison au 

LIMO-OOH. Cette accumulation est corrélée avec l’expression de trois des gènes cibles de Nrf2 : 

ho-1, nqo-1 et il-8. Une faible accumulation de Nrf2 et une induction significative du gène cible il-8 

sont observées après exposition au LIMO-OOH. Aucun des terpènes n’a induit Nrf2 de façon 

significative. 
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Les protéines des voies de signalisation mitogen-activated protein kinase (MAPK) et nuclear factor-

kappa B (NF-ΚB), impliquées dans la maturation des DCs, sont phosphorylées en réponse au LINA-

OOH mais pas au LINA. Les molécules LIMO et LIMO-OOH ont induit une faible augmentation de 

pJNK, pERK et pp65. Ils induisent également la phosphorylation de p38 mais avec une cinétique 

différente. 

Enfin, le phénotype des THP-1 a été analysé après 24h d’exposition et les deux hydroperoxydes 

allyliques induisent une augmentation significative des marqueurs d’activation CD54 et CD86. Les 

terpènes n’induisent l’augmentation significative que de l’un des deux marqueurs. 

En conclusion, nous avons pu mesurer des différences entre les hydroperoxydes de LIMO et de 

LINA. Ces différences peuvent s’expliquer par le mécanisme suspecté de ces produits avec les 

protéines de la peau, qui implique des radicaux libres. Les radicaux alkoxyl ou peroxyl peuvent 

mener à des cyclisations intramoléculaires, à des fragmentations ou à des abstractions hydrogène. 

Cela va entrainer la formation de radicaux centrés sur le carbone qui vont interagir avec les 

protéines de la peau pour former des adduits. Les possibilités de réarrangements radicalaires sont 

plus limitées dans le cas du LIMO-OOH que dans le cas du LINA-OOH, ce qui explique que le LINA-

OOH soit une molécule allergisante plus puissante. 

Le LIMO a induit la diminution du rapport GSH/GSSG ainsi que l’activation des MAPKs. Nous avons 

émis l’hypothèse que le LIMO pouvait agir en tant que pro-haptène et être métabolisé par les THP-

1. Le produit de la métabolisation pourrait induire l’activation des MAPKs, mais une autre partie 

serait détoxiquée par les enzymes de phase II, ce qui explique que le LIMO induit seulement 

l’expression de CD54.  
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Article I 
Fragrance allergens linalool and limonene allylic hydroperoxides in skin allergy: mechanisms of 

action focusing on transcription factor Nrf2 

Toxicological Sciences, 29/09/17 

Chloé Raffalli, Elodie Clouet, Salen Kuresepi, Marie-Hélène Damiens, Jean-Pierre Lepoittevin, Marc 
Pallardy, Pierre-Jacques Ferret, Elena Giménez-Arnau and Saadia Kerdine-Römer 

La dermatite allergique de contact (DAC) est considérée comme la plus fréquente expression de 

l’immunotoxicité chez les hommes. De nombreux terpènes odorants utilisés de façon commune 

dans les compositions parfumées sont considérés comme des allergisants faibles, alors que 

certains de leurs produits d’autoxydation, les hydroperoxydes allyliques, sont classifiés comme des 

allergisants forts d’après le local lymph node assay (LLNA). Cependant, leur mécanisme d’action et 

leur effet sur le système immunitaire reste incertain. Comme les cellules dendritiques (DCS) jouent 

un rôle clé dans la DAC, nous avons étudié leur activation après exposition au linalol (LINA), au 

limonène (LIMO) et leurs hydroperoxydes allyliques respectifs (LINA-OOH et LIMO-OOH). La lignée 

cellulaire THP-1 a été utilisée en tant que substitut des DCs, il s’agit du modèle cellulaire 

actuellement employé dans le test in vitro h-CLAT, validé par l’OCDE. Nos données montrent que 

les hydroperoxydes allyliques se comportent de façon différente sur la lignée THP-1. Le LINA-OOH 

et le LIMO-OOH oxydent les thiols de surface après 30 min de stimulation. Cependant, le stress 

oxydant induit par le LINA-OOH était plus important, avec une diminution plus importante du ratio 

GSH/GSSG et une production plus importante des espèces réactives. De plus, le LINA-OOH induit 

une accumulation de Nrf2 plus importante en corrélation avec l’expression de ho-1 et nqo-1, 2 

gènes cibles de Nrf2. En ce qui concerne les voies de signalisation impliquées dans le mécanisme 

d’action de ces produits, les protéines des MAPKs et de P65 étaient activées en réponse au LINA-

OOH mais pas au LIMO-OOH. CD54 et CD86 sont exprimés après 24h d’exposition aux 

hydroperoxydes allyliques alors que le LINA et le LIMO n’ont pas modifié le phénotype des THP-1. 

Ce travail souligne le fait que les hydroperoxydes allyliques formés par autoxydation ne mènent 

pas à une réactivité chimique égale puisque le LINA-OOH semble être un activateur plus fort que le 

LIMO-OOH, concernant le stress oxydant et l’activation de la voie de signalisation Nrf2/Keap1. 
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ABSTRACT

Allergic contact dermatitis is regarded as the most frequent expression of immunotoxicity in humans. Many odorant
terpenes commonly used in fragrance compositions are considered as weak skin sensitizers, whereas some of their
autoxidation products, allylic hydroperoxides, are classified as strong sensitizers according to the local lymph node assay.
However, the mechanism of their effects on the immune system remains unclear. Since dendritic cells play a key role in
allergic contact dermatitis, we studied their activation by the frequently used linalool (LINA) and limonene (LIMO), and their
respective sensitizing allylic hydroperoxides (LINA-OOH, LIMO-OOH). The THP-1 cell-line was used as a surrogate for
dendritic cells, the model currently employed in the validated h-CLAT in vitro test. Our data showed that allylic
hydroperoxides behave differently. Both LINA-OOH and LIMO-OOH oxidized cell surface thiols 30 min after stimulation.
However, the oxidative stress induced by LINA-OOH was stronger, with a higher decreased GSH/GSSG ratio and a stronger
reactive species production. Moreover, LINA-OOH induced a stronger Nrf2 accumulation in correlation with nqo1 and ho-1
gene expression, 2 Nrf2 target genes. Regarding signaling pathways involved in these effects, P38 mitogen-activated protein
kinase and P-ERK were activated in response to LINA-OOH but not with LIMO-OOH. CD54 and CD86 were induced 24-h
postexposure. In contrast, LINA and LIMO did not modify THP-1 phenotype. This work underlies that autoxidation forming
allylic hydroperoxide (ROOH) does not lead to equal chemical reactivity since LINA-OOH appears to be a stronger activator
than LIMO-OOH, in regard to oxidative stress and Nrf2 pathway activation.

Key words: allergic contact dermatitis; terpenes; allylic hydroperoxides; Nrf2; cell surface thiol; sensitizers.

Terpenes are widespread fragrance compounds of natural ori-
gin, used in the production of fine perfumes, fragranced cos-
metics and household and industrial products. Some of them,
such as limonene (LIMO) and linalool (LINA), behave as prehapt-
ens as they autoxidize slowly on air exposure. This oxidation
leads to the formation of a cocktail of oxidized molecules such

as epoxides, diols and allylic hydroperoxides (Figure 1 ). Among
them, allylic hydroperoxides have been identified as potent sen-
sitizers in predictive animal tests. Allylic hydroperoxides de-
rived from autoxidation of LIMO and LINA were tested with the
local lymph node assay (LLNA) and classified as strong sensi-
tizers according to the Scientific Committee on Consumer

VC The Author 2017. Published by Oxford University Press on behalf of the Society of Toxicology.
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Products (2005), due to EC3 values between 0.2% and 2%
(Christensson et al., 2014; Sköld et al., 2004). Hydroperoxides de-
rived from the autoxidation of LIMO and LINA are thus consid-
ered as strong sensitizers while the corresponding terpenes are
classified as weak sensitizers. Allylic hydroperoxides must react
with proteins in the skin to be recognized by the immune sys-
tem. It has been reported that these compounds form antigens
most probably via mechanisms involving radical intermediates,
starting with the homolytic cleavage of O-O/O-H bonds of weak
dissociation energies (Kao et al., 2014). Recent international mul-
ticenter studies showed frequent contact allergic reactions to
oxidized LINA and oxidized R- LIMO in tested dermatitis
patients. Out of 2900 patients, 5.2% were tested positive to oxi-
dized R-LIMO 3% (containing 0.33% of hydroperoxides) and 6.9%
to oxidized LINA 6% (containing 1% of hydroperoxides) (Bråred
Christensson et al., 2012, 2013).

Allergic contact dermatitis (ACD) is a major source of occu-
pational skin disease. It results from an adverse reaction of the
immune system to low-molecular weight chemicals called
haptens and it is a T-cell-mediated delayed-type hypersensitiv-
ity reaction (Martin, 2015). Two phases are distinguished in this
pathology, the sensitization phase and the elicitation phase.
The mechanism behind skin sensitization in ACD is docu-
mented by the OECD as an adverse outcome pathway (OECD,
2012). The main key events include the formation of the
hapten-protein complex (Gerberick et al., 2004), the activation of
cell-signaling pathways such as mitogen-activated protein ki-
nase (MAPK) and oxidative stress signaling pathways (Natsch
and Emter, 2016) and phenotypic changes of dendritic cells
(DCs) through their expression of cell-surface markers (Nukada
et al., 2011).

The main objective of this work was to investigate the acti-
vation of DC by terpenes and their autoxidation products. LINA
and LIMO terpenes and their respective sensitizing allylic
hydroperoxides were studied on the THP-1 cell-line, a human

monocytic leukemia cell-line, as a surrogate of DC. This cell-line
is currently used in the h-CLAT in vitro test (Nukada et al., 2011).
Tested molecules were: one allylic hydroperoxide resulting
from the autoxidation of LIMO, 2-hydroperoxilimonene (LIMO-
OOH), a mixture of 2 allylic hydroperoxides and one single com-
pound resulting from the autoxidation of LINA, 6 and 7-hydro-
peroxy-3, 7-dimethylocta-1, 7-dien-3-ol (LINA-OOH 6 þ 7) and
LINA-OOH 7. Our results showed that both LINA-OOH behave as
stronger activators of THP-1 cells than LIMO-OOH, resulting in
oxidative stress signaling and MAPK activation. No significant
difference between LINA-OOH 7 alone and the LINA-OOH 6 þ 7
isomers mixture was found. In fine, both terpenes and their
hydroperoxides induce a slight maturation of THP-1 cells, with
a higher activation in response to hydroperoxides.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Acetonitrile (CH3CN, CAS number: 75-05-8), Cinnamal
(CinA, CAS number: 104-55-2, dithiothreitol (DTT, CAS number:
3483-12-3), D-LIMO (CAS number: 5989-27-5), LINA (CAS num-
ber: 78-70-6), and butylhydroperoxide (tBHP, CAS number: 75-
91-2) were all purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin-
Fallavier, France).

LIMO-OOH and the mixture of isomers LINA-OOH 6 þ 7 (6:4
ratio) were synthesized in the dermatochemistry laboratory
(Strasbourg, France) (Kao et al., 2011). As these 2 compounds are
difficult to isolate from the mixture, isomer LINA-OOH 7 was
kindly provided by Natsch, Givaudan (Duebendorf,
Switzerland).

Culture of THP-1 cell-line. The human monocytic cell-line THP-1
(ATCC-TIB-202; LGC, Molsheim, France) was grown in RPMI 1640
medium with 25 mM HEPES GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint
Aubin, France) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (Biowest, AbCys, Courtaboeuf, France), 1% sodium

Figure 1. LIMO and LINA autoxidize on air exposure, forming highly allergenic compounds such as allylic hydroperoxides. LIMO and LINA are terpenes extracted from

oranges and lavender and are frequently found in cosmetic products. Over time, terpenes slowly autoxidize to induce a cocktail of oxidizing molecules.
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pyruvate (Gibco, Invitrogen), antibiotics [100 U/ml penicillin,
100 lg/ml streptomycin (Gibco, Invitrogen)] and 0.05 mM 2-mer-
captoethanol (Sigma-Aldrich) at 37 �C in humidified air contain-
ing 5% CO2.

Chemical treatment. THP-1 cells were cultured for at least 12 h at
8 � 105 cells/ml in complete medium without 2-mercaptoetha-
nol. On the next day, the cells were seeded in complete medium
at 1 � 106 cells/ml and treated with chemicals. CinA was diluted
in DMSO and tBHP, terpenes and allylic hydroperoxides in
CH3CN. Final concentrations of solvent in culture media did not
exceed 0.1%.

Measurement of cell viability. For each chemical, several concen-
trations were first tested on THP-1 cells to assess cell viability
after 24 h of treatment using 7-AAD and Annexin V staining
according to the manufacturer’s protocol (Becton Dickinson, Le
Pont de Claix, France) (data not shown). Cell viability was mea-
sured using the FL-3 wavelength on a FACScalibur flow cytome-
ter (Becton Dickinson). Data acquisition was performed using
the CellQuest software (Becton Dickinson). At least 4 indepen-
dent experiments were performed for each chemical. According
to these results, one concentration for each chemical was se-
lected for further experiments. This concentration was the
maximal concentration inducing no more than 30% cytotoxic-
ity. For molecules without any cytotoxicity, the highest concen-
tration (1.5 mM) was used (Table 1). Negative and positive
controls (DTT, CinA and tBHP) were used at previously deter-
mined subtoxic concentrations (Migdal et al., 2013).

Analysis of cell-surface thiols by flow cytometry. The Alexa Fluor 488
C5 maleimide (AFM) (Fisher Scientific, Illkirch, France) has been
used to measure cell-surface thiols (Hirota et al., 2010). Briefly,
we seeded THP-1 cells at 1 � 106 cells/ml, then treated them
with the compounds for 30 min, 1 and 2 h. THP-1 cells were re-
covered and washed twice with PBS, then incubated with 100 ll
of AFM (10 lM) PBS solution for 30 min at 37 �C. The cells were
analyzed by flow cytometry. Relative fluorescence intensity
(RFI) was calculated by using the following formula: RFI (% of
control) ¼ (mean fluorescence intensity [MFI] of chemical
treated cells/MFI of vehicle control cells) � 100. The results are
expressed as RFI–100, meaning that values are negative when
thiols are oxidized and are the mean 6 SEM of 4 independent
experiments.

Quantification of intracellular reduced and oxidized glutathione (GSH
and GSSG). After treatment with chemicals for 1 h, 1 � 106 cells
were collected and washed twice with cold PBS. The GSH/GSSG-
Glo Assay kit from Promega (Madison, USA) was used and the

ratio of intracellular reduced on oxidized glutathione was mea-
sured. Results are expressed as the fold induction over control
and are the mean 6 SEM of 4 independent experiments.

Reactive species detection. Intracellular production of reactive spe-
cies in THP-1 cells following the treatment was determined by
measuring DCF (dichlorofluorescin)-derived fluorescence by
flow cytometry. THP-1 cells (2 x 106 cells/ml) were pretreated for
30 min with 2 lM DCFH-DA (2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein
diacetate) (Sigma-Aldrich) in serum-free RPMI at 37 �C. Cells
were washed and resuspended in PBS (1 x 106 cells/ml).
Following incubation at 37 �C with chemicals, fluorescence in-
tensity of DCF was then measured in the FL1 channel. A total of
10,000 living cells were analyzed. RFI was calculated by using
the following formula: RFI (% of control) ¼ (MFI of chemical-
treated cells/MFI of vehicle control cells) � 100. Results are
expressed as the fold induction over control and are the
mean 6 SEM of 4 independent experiments. LINA-OOH (7) was
not tested for this experiment.

Immunoblotting. Western blot was performed as we previously
described (Migdal et al., 2013). Briefly, THP-1 cells were lysed af-
ter chemical exposure. Total protein concentration was evalu-
ated using bicinchonininc assay, 30 mg of denatured proteins
were loaded on polyacrylamide gels (TGX Stain-Free FastCast;
Bio-Rad Laboratories, Hercules, California). Stain-free gels were
activated. Proteins were transferred to PVDF membrane (Bio-
Rad Laboratories). Total proteins on membranes were detected
using the Stain-free method (Gilda and Gomes, 2013). For the
Nrf2/Keap1 analysis pathway, membranes were incubated with
antibodies raised against Nrf2 (H-300; Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany). For the MAPKs and NF-rB
analysis pathways, membranes were incubated with antibodies
raised against the phosphorylated forms of p65, p38 MAPK, JNK
1/2, or ERK 1/2 (all from Cell Signaling Technology, Ozyme, St-
Quentin en Yvelines, France). Immunoreactive bands were
detected by chemoluminescence (ECL solution, Amersham
Biosciences, Piscataway, USA). Results were expressed as a fold
(Nrf2 protein band intensity of treated cell proteins)/(Nrf2 pro-
tein band intensity of vehicle treated cell proteins) � (Loading
control of vehicle treated cell proteins)/(Loading control of
treated cell proteins).

Measurement of Nrf2 DNA binding. DNA binding was analyzed us-
ing specific ELISA-based TransAM kits from Active Motif as de-
scribed by Macoch et al. (2015). Colorimetric readout was
quantified by spectrophotometry at 450 nm. Each value is the
mean 6 SEM of 4 independent experiments.

Table 1. Concentration of Molecules Used For the Experiments

Solvant Concentration Range Tested (mM) Cytotoxicity > 30% (mM) Tested Concentrations (mM)

DTT Medium Untested > 1 (Migdal et al., 2013) 1
CinA DMSO Untested 0.1 (Migdal et al., 2013) 0.1
tBHP CH3CN Untested 0.5 (Migdal et al., 2013) 0.5
LINA CH3CN 0.25–1.5 >1.5 0.25, 0.5, 1
LINA-OOH 7 CH3CN 0.25–1.5 1 0.25, 0.5, 1
LINA-OOH 6 1 7 CH3CN 0.25–1.5 1 0.25, 0.5, 1
LIMO CH3CN 0.5–1.5 >1.5 0.5, 1, 1.5
LIMO-OOH CH3CN 0.5–1.5 >1.5 0.5, 1, 1.5

THP-1 cells were exposed to different concentrations of chemicals for 24 h. Cell viability was determined and the concentrations inducing 30% of mortality were

chosen.
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RNA isolation, reverse transcription, and real time PCR. THP-1 cells
(1 � 106 cells/ml, 2 ml/well) were exposed to test compounds for
6 h. This time point was determined in preliminary experiments
and was found to be optimal to study expression of Nrf2 target
genes (data not shown). We used the Macherey Nagel kit to ex-
tract the RNA and followed the manufacturer protocol. Total
RNA yield was quantified by spectrophotometry. Reverse tran-
scription and real-time PCR were performed as previously
described (Migdal et al., 2013). Expression of ho-1, nqo-1, and il-
8 was measured by real-time PCR. Results were expressed as
fold induction compared with control samples (corresponding
vehicle-treated cells) and corrected by the expression of the ref-
erence genes b-actin and gapdh. Each value is the mean 6 SEM of
4 independent experiments.

Immunofluorescent staining and flow cytometry analysis. After 24 h
of incubation with chemicals, THP-1 cells were harvested,
washed once in PBS and 3 � 105 cells (per antibody) were incu-
bated in PBS containing 0.05% bovine serum albumin (BSA) for
30 min at 4 �C with the monoclonal antibodies PE-conjugated
antiCD86 (555658, BD) and allophycocyanin-conjugated
antiCD54 (559771, BD). After incubation, cells were washed with
PBS þ BSA 0.05%. THP-1 cell phenotype modifications were
detected using a FACS-Calibur flow cytometer. For each sample,
10,000 cells were acquired and analyzed using the CellQuest
software. Results were expressed using RFI calculated with the
following formula, where MFI is the mean fluorescence inten-
sity: (MFI of chemical-treated cells labeled with antigen-specific
antibody—MFI of chemical-treated isotype control cells)/(MFI of
vehicle control cells labeled with antigen-specific antibody—
MFI of vehicle isotype control cells). Each value of RFI is the
mean 6 SEM of 4 independent experiments.

Statistical analysis. Data are expressed as means 6 SEM.
Differences between groups were evaluated with the Mann-
Whitney U test (Prism Software; GraphPad, La Jolla, California).
p < .05 was regarded as significant.

RESULTS

Measurement of Cell-Surface Thiols, Glutathione Depletion and
Reactive Species Production After Terpene and Hydroperoxide
Exposure
A decrease of cell-surface thiols was described as a trigger of ac-
tivation of intracellular signal transduction in hapten-treated
THP-1 cells (Kagatani et al., 2010). We first measured this after
treatment with the terpenes and the allylic hydroperoxides by
flow cytometry. We used the Alexa fluor C5 maleimide, a spe-
cific impermeable thiol-reactive compound able to covalently
bind to membrane surface cysteines. Thiol antioxidant DTT and
oxidizing agent tBHP were also tested as negative and positive
controls (Supplementary Figure S1A). Our results show that the
terpenes and the hydroperoxides significantly induced a de-
crease of cell-surface thiols after 30 min of treatment. After 1 h
of treatment with LINA and LIMO, this decrease was no longer
significant, while it remained significant with LINA-OOH and
LIMO-OOH. This effect was no longer significant 2 h post expo-
sure (Figure 2A). Since terpene and hydroperoxide treatment de-
creased cell-surface thiols, GSH depletion was measured. The
results showed a significant decrease of GSH/GSSG ratio in re-
sponse to LINA-OOH (7 and 6 þ 7) with a significant difference
between LINA and LINA-OOH (Figure 2B). LIMO-OOH induced a
slight decrease of the ratio in comparison with LIMO but the

difference was not significant. Both LINA-OOH and LIMO-OOH
induced a significant GSH depletion with a stronger effect for
LINA-OOH. The depletion induced by the terpenes and/or their
hydroperoxides is quite similar to positive controls (CinA or
tBHP) (Supplementary Figure S1B).

The measurement of reactive species production showed
that LINA-OOH 6 þ 7 induced a significant production compara-
ble to levels induced by tBHP, a positive control (Supplementary
Figure S1C), whereas LINA, LIMO, and LIMO-OOH did not (Figure
2C).

Nrf2 Is Differently Activated by Terpenes and Hydroperoxides
In response to an oxidative stress to the cells, the Nrf2/Keap1
pathway is activated in order to induce the synthesis of antioxi-
dant enzymes (Dickinson et al., 2004). To investigate the activa-
tion of Nrf2 pathway after terpene and hydroperoxide exposure,
the accumulation of the Nrf2 protein was measured by western
blot. Our results showed that in response to LINA-OOH 7 and 6
þ 7, Nrf2 is accumulated. With LIMO and LIMO-OOH, a slight ac-
cumulation of Nrf2 was measured (Figure 3A).

In order to activate the transcription of target genes, accu-
mulated Nrf2 needs to translocate to the nucleus and bind to
ARE (Antioxydant Response Element) consensus sequence.
LINA-OOH induced a significant increase of Nrf2 DNA binding
while LINA, LIMO, and LIMO-OOH did not (Figure 3B). The fold
induction induced by both LINA-OOH was comparable to tBHP,
our positive control (Supplementary Figure S2A). LINA-OOH 7
and 6 þ 7 significantly induced the expression of ho-1, nqo1, and
il-8, target genes of Nrf2, while LINA did not. LIMO-OOH induced
only the expression of il-8 while LIMO did not (Figs. 3C–E).
However, induction of il-8 is lower with LIMO-OOH stimulation
in comparison with LINA-OOH.

MAPKs and NF-jB Pathway Activation of THP-1 Cells Exposed to
Terpenes and Hydroperoxides
MAPK pathways have been described to be involved in the mat-
uration of human DCs (Boislève et al., 2005). Since a link be-
tween their activation following oxidation of cell-surface thiols
has been shown (Hirota et al., 2010), the activation of MAPK and
NF-rB pathways was measured (Figure 4). LINA-OOH 7 and 6 þ 7
induced an activation of all MAPKs and p65 while LINA did not.
LIMO and LIMO-OOH induced a slight increase of JNK, ERK, and
p65 phosphorylated. Both LIMO and LIMO-OOH induce the
phosphorylation of p38 but not with the same kinetic.

Phenotypic Characterization of THP-1 Cells Exposed to
Terpenes and Hydroperoxides

The phenotype of THP-1 cells was analyzed after 24 h of treat-
ment with terpenes and hydroperoxides. We measured 2 activa-
tion markers: CD86 and CD54. LINA and LINA-OOH 7 and 6 þ 7
induced a significant expression of CD86. Concerning CD54, the
expression was only significant with LINA-OOH 7 and 6 þ 7 but
not with LINA. A significant expression of CD86 was observed in
response to LIMO-OOH, but not with LIMO. CD54 was signifi-
cantly induced in response to LIMO and LIMO-OOH (Figure 5).
However, the activation of THP-1 by hydroperoxides was lower
than the one measured with positive controls (Supplementary
Figure S3).

DISCUSSION

According to the European Commission, about 1 to 3% of the
general population in Europe is affected by ACD to fragrance
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sensitizers (Scientific Committee on Consumer Safety, 2011). It
is now mandatory to label 26 allergens on the packaging of cos-
metic products and LIMO and LINA are part of them (European
Commission, 1976). Some of their autoxidation products, such
as allylic hydroperoxides, are indeed considered as strong sensi-
tizers (Karlberg et al., 2013). In this study, we hypothesized that
terpenes and hydroperoxides induce an oxidative stress leading
to DC activation. Therefore, we studied the GSH/GSSG ratio, the
Nrf2 and MAPK pathways, in THP-1 cells described as a surro-
gate of DC.

Kagatani et al. (2010) have reported that cell surface thiols on
MoDC and THP-1 cell-line were oxidized following treatment
with some haptens. These modifications of surface thiols play a
crucial role in the activation of those cells. Once the proteins are
oxidized, they need to be recycled to ensure the homeostasis of
the cell. GSH acts in conjunction with GSH peroxidases and glu-
tathione S-transferases to detoxify reactive species and to recy-
cle oxidized protein thiols (Requejo et al., 2010). In our work,
both terpenes and their derived hydroperoxides led to the oxi-
dation of cell-surface thiols but the effect of the hydroperoxides
was stronger than the native molecules.

The oxidation of cell surface thiols by exogenous GSSG can
provoke the phosphorylation of p38 MAPK (Filomeni et al., 2003).
This kinase was also activated in response to DNCB, a strong
sensitizer (Miyazawa et al., 2008). In our hands, LINA-OOH and
LIMO-OOH induced the phosphorylation of 3 MAPKs (JNK, ERK,
and p38) but only hydroperoxides led to a slight upregulation of
both CD54 and CD86. In this study, we did not follow h-CLAT
guidelines (OECD 442 D), explaining the low concentrations of
terpenes used. Indeed, a lower induction of CD86 and CD54 on
the THP-1 cell-surface was observed compared with the litera-
ture. No significant differences between exposure with LINA-
OOH 7 and 6 þ 7 were measured so there is no evidence that the
mixture of LINA-OOH was a stronger activator of THP-1 than
LINA-OOH 7. The difference of results observed between LIMO-
OOH and LINA-OOH could be explained by the suspected mech-
anisms for their reaction with skin proteins involving radical
intermediates. Initially obtained alkoxyl RO•/peroxyl ROO• radi-
cals can further lead via intramolecular cyclization, fragmenta-
tion or hydrogen abstraction to the formation of longer half-life
reactive carbon-centred radicals R• through different radical
rearrangements. Kao et al. (2011) proved that some of these

Figure 2. Effect of terpenes and hydroperoxides on cell-surface thiols, intracellular GSH/GSSG ratio and reactive species production. THP-1 cells were exposed to the in-

dicated chemicals at subtoxic concentration. A, Cell-surface thiols, expressed as RFI–100 is the mean 6 SEM of 4 independent experiments. B and C, GSH/GSSG ratio

and reactive species production are the expression of the fold increase over control and are the mean 6 SEM of 4 independent experiments. Asterisks indicate a signifi-

cant (p < .05) difference between chemical-treated cells and vehicle-treated cells. Dollars indicate a significant (p < .05) difference between both conditions.
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carbon-centred radicals R• derived from LINA-OOH and LIMO-
OOH can react and form adducts with some amino acids such
as cysteine, lysine and tryptophan, showing that the possibili-
ties of radical rearrangements were more limited in the case of
LIMO-OOH than in the case of LINA-OOH.

Our results allow us to propose that the mechanism of
action of both terpenes could be different. LIMO could act as a
pro-hapten and be metabolized by THP-1. Once metabolized,
the product would activate MAPKs pathways inducing an in-
complete maturation of THP-1 cells. Bråred Christensson et al.

Figure 3. Effect of terpenes and hydroperoxides on Nrf2/Keap1 signaling pathway. THP-1 cells were exposed to the indicated chemicals at subtoxic concentration. A,

Western blot was realized as described in “Materials and Methods” Section. B, Relative Nrf2 ARE-sequences binding in THP-1 cells after exposure with terpenes and

hydroperoxides are expressed as optical density at 450 nm. Each value is the mean 6 SEM of 4 independent experiments. mRNA expression of Nrf2 target genes in

THP-1 cells exposed to the selected chemicals for 6 h. Expression of ho-1 (C), nqo-1 (D) and il-8 (E) was measured by real-time PCR and were expressed as fold induction

compared with control samples. Each value is the mean 6 SEM of 4 independent experiments. Asterisks indicate a significant (p < .05) difference between chemical

treated cells and vehicle treated cells. Dollars indicate a significant (p < .05) difference between both conditions.

6 | TOXICOLOGICAL SCIENCES, 2017



(2016) mentioned that some terpenes could be activated to be-
come sensitizers through both biotic and abiotic activation (ge-
raniol and a-terpinene for instance). Biotic oxidation can occur
in the skin, through enzyme activity such as cytochrome P450
or peroxidases (Moss and Lepoittevin, 2016). Meesters et al.
(2007) studied by enzymatic assays the oxidative metabolism of
LINA by cytochrome P450. They identified different enzymatic
products of allylic hydroxylation and epoxidation such as 8-
hydroxylinalool and 6, 7-epoxy-linalool. Epoxides can react as
SN2 electrophiles with skin proteins (Roberts et al., 2017) and
might also lead to the activation of intracellular pathways.
Since keratinocytes seem to play a role in the metabolic activa-
tion of prohaptens and conjugation of haptens (Hennen et al.,

2011; Hennen and Blömeke, 2016), it would be revealing to test
terpenes on a co-culture model using a keratinocyte cell-line
(HaCAT) and THP-1 cells. Keratinocytes could then provoke the
metabolic activation of terpenes, resulting in a stronger increase
of CD54 and CD86 expression on THP-1 cells.

Many interventional studies performed with employees in
specific working environments (eg, metal and health care work-
ers, hairdressers) have shown a disturbed skin barrier in occu-
pational ACD (Hachem et al., 2002; Kütting and Drexler, 2003;
Williams et al., 2010). In ACD, the first step starts with a distur-
bance of the skin barrier (Bonneville et al., 2007; Dickel et al.,
2010) and the altered permeability could allow for a better pene-
tration of allergens through the skin.

Furthermore, the dysfunctional skin barrier observed in
atopic dermatitis patients may play a role in the increased pen-
etration of chemicals, thus augmenting the risk for sensitization
and ACD (Thyssen et al., 2014). This barrier defect also results in
increased rates of irritant contact dermatitis, which further
compromises the skin barrier and magnifies this issue. People
developing allergy to allylic hydroperoxides might have abnor-
mal epidermal barrier that make them more vulnerable.

Since a major mechanism in the cellular defense against oxi-
dative or electrophilic stress is activation of the Nrf2 signaling
pathway, we also focused our work on the activation of the Nrf2/
Keap1 pathway known to be activated by chemical sensitizers
(Ade et al., 2009). Chemical sensitizers have been shown to in-
duce the transcription of Nrf2 target genes ho-1 and nqo1
(Migdal et al., 2013). In our study, both allylic hydroperoxides led
to the accumulation of Nrf2 with a higher response with LINA-
OOH. However, only LINA-OOH induced the Nrf2 pathway acti-
vation meaning that terpenes act in a different way for Nrf2
activation. Some research indicates that phosphorylation of
Nrf2 on several serine and threonine residues by MAPKs is
needed for its activation (Sun et al., 2009). This observation does

Figure 4. Effect of terpenes and hydroperoxides on the expression of pJNK, pp38 pERK and pp65 protein in THP-1 cells. THP-1 cells were exposed to terpenes and hydro-

peroxides at subtoxic concentration for 0.5, 1, and 2 h. Representative western blot and semiquantification of MAPKs and p65 proteins expressed as fold induction.

Figure 5. Effect of terpenes and hydroperoxides on CD54 and CD86 expression in

THP-1 cells. THP-1 cells were exposed to terpenes and hydroperoxides at sub-

toxic concentration for 24 h. Each value of RFI is the mean 6 SEM of 4 indepen-

dent experiments. Asterisks indicate a significant (p < .05) difference between

chemical-treated cells and vehicle-treated cells.
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not exclude the fact that activation of MAPKs pathway by the
LINA-OOH can be a part of the explanation for the activation of
Nrf2. In response to LIMO-OOH, the weak activation of MAPKs
could explain the absence of Nrf2 activity even if there was a
slight accumulation of Nrf2.

In summary, the main differences of activation observed with
these products are the production of reactive species and the acti-
vation of the Nrf2 pathway. A mechanism of action can be pro-
posed, describing how the allylic hydroperoxides, at low
concentrations used, may lead to the maturation of DCs. LINA-
OOH would sufficiently induce MAPKS and reactive species pro-
duction to lead to an activation of the Nrf2 pathway whereas
LIMO-OOH would be unable to sufficiently activate the Nrf2 path-
way and the production of reactive species (Figure 6). This study
shows that allylic hydroperoxides are not equal in intracellular
signalization for inducing an expression of cell-surface markers.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available at Toxicological Sciences online.
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Université Paris-Saclay and Claudine Deloménie for techni-
cal assistance. We thank Andrew Pearson for proofreading
this article.

Figure 6. Mechanism of action of terpenes and hydroperoxides on THP-1 cells. The first step is the oxidation of the thiol group of cysteine residues of protein at the

membrane of the cell (1) which results in the decrease of intracellular level of GSH (1’). Reactive species production and allylic hydroperoxides lead to the oxidation of

cysteine residues of Keap1, Nrf2 is accumulated in the cytoplasm (2) and translocates to the nucleus. Nrf2 induces the transcription of ho-1, nqo1 and il-8 (2’).

Depletion of intracellular glutathione might also contribute to Nrf2 activation (2’’). Meanwhile, phosphorylation of MAPKs and NF-rB pathway proteins (p38, p65, JNK

and ERK) occurs (3). It is probable that the activation of these pathways also leads to an accumulation of Nrf2 (3’) and the cell may acquire a mature phenotype with the

expression of CD86 and CD54 at its surface (3’’).
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Boislève, F., Kerdine-Römer, S., and Pallardy, M. (2005).
Implication of the MAPK pathways in the maturation of hu-
man dendritic cells induced by nickel and TNF-alpha.
Toxicology 206, 233–244.

Bonneville, M., Chavagnac, C., Vocanson, M., Rozieres, A.,
Benetiere, J., Pernet, I., Denis, A., Nicolas, J.-F., and Hennino,
A. (2007). Skin contact irritation conditions the development
and severity of allergic contact dermatitis. J. Invest. Dermatol.
127, 1430–1435.
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Résultats complémentaires 
Article I 

 

Fig. S1 Effect of positive (CinA, tBHP) and negative (DTT) controls on cell-surface thiols (A), 

intracellular GSH/GSSG ratio (B) and reactive species production (C). THP-1 cells were exposed to 

the indicated chemicals at subtoxic concentration as described in Materials and Methods. Each 

value is the expression of the fold increase over control and is the mean ± S.E.M of four 

independent experiments. Asterisks indicate a significant (p < 0.05) difference between chemical-

treated cells and vehicle-treated cells
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Fig. S2 Effect of positive (CinA, tBHP) and negative (DTT) controls on Nrf2/Keap1 signaling 
pathway.  Relative Nrf2 ARE-sequences binding in THP-1 cells after exposure with chemicals (A). 
Optical density at 450 nm was measured by spectrophotometry as described in Materials and 
Methods. mRNA expression of ho-1 (B), nqo1 (C) and il-8 (D) in THP-1 exposed to the selected 
chemicals for 6 h and analyzed by real-time PCR. Results were expressed as fold induction 
compared with control samples (corresponding vehicle-treated cells) and corrected by the 
expression of the reference genes β-actin and gapdh as described in Materials and Methods. Each 
value is the expression of the fold increase over control and is the mean ± S.E.M of four 
independent experiments. Asterisks indicate a significant (p < 0.05) difference between chemical-
treated cells and vehicle-treated cells. 
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Fig. S3 Effect of positive (CinA, tBHP) and negative (DTT) controls on CD54 and CD86 expression 
in THP-1 cells. THP-1 cells were exposed to indicated molecules at concentration for 24 hours. Geo 
Mean was measured by flow cytometer as described in Materials and Methods. Each value of RFI 
is the mean ± S.E.M of four independent experiments. Asterisks indicate a significant (p < 0.05) 
difference between chemical-treated cells and vehicle-treated cells.  
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Autres résultats complémentaires 
Partie I 

Colophonium, also known as colophony or rosin, is a sticky natural substance derived from pine 

and spruce trees, both of which are species of the family Pinaceae. It is used industrially in a great 

variety of common products, such as adhesives, cosmetics, and toiletries. Colophonium allergy is 

common, and a European study from 2015 showed that 2% of adolescents were already affected 

(Belloni Fortina et al., 2015; Gether et al., 2017). Colophony is a complex mixture of diterpene 

resinic acids (85-95%) and their oxidation products (Mutterer et al., 2000), the major constituents 

being abietic acid (Figure 45, 1) and dehydroabietic acid (2). Those acids easily autoxidize on 

exposure to air, forming allergenic oxidation products. The hydroperoxide of abietic acid, 15-

hydroperoxyabietic acid (3), is identified as the major allergen in colophonium (Christensson et al., 

2006). The hydroperoxide of dehydroabietic acid is called hydroperoxydehydroabietic acid (4).  

 

Figure 45. Major constituents of colophony and their allylic hydroperoxides  
1: Abietic acid ; 2: dehydroabietic acid ; 3: 15-hydroperoxyabietic acid ; 4: 15-hydroperoxydehydroabietic 

acid  

To better understand the interaction of 15-hydroperoxyabietic acid-like compounds with proteins, 

the synthesis and allergenic properties of a simplified model (Figure 46, 5) of 15-

hydroperoxyabietic acid, based on a single cyclohexene ring containing a tertiary allylic 

hydroperoxide (6) has already been reported (Mutterer et al., 2000; Lepoittevin and Karlberg, 

1994). Similarly, the synthesis of a simplified model of dehydroabietic acid, called cumene (7) and 

its hydroperoxide (8) has been synthesized. Cumene has been shown to exhibit catabolic function 

(Eaton and Timmis, 1986). Both cumene hydroperoxide 8 and monocylic model compound 

cyclohexene hydroperoxide 6 were sensitizers in guinea pigs, and a cross-reactivity was seen 
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between the 2 compounds (Christensson et al., 2006). As observed with limonene and linalool 

hydroperoxides, cumene and monocyclic model hydroperoxides might form adducts with protein 

through radical mechanism. Carbon-centered reactive radicals were observed with chemical-

trapping experiments with monocyclic model hydroperoxide (Mutterer et al., 2000). Since a major 

mechanism in the cellular defense against oxidative stress is activation of the Nrf2 signaling 

pathway (Ade et al., 2009), the main objective of this work was to investigate the activation of 

Nrf2 pathway by cumene, cyclohexene and their respective hydroperoxides in THP-1 cell-line at 

subtoxic concentration for 6h. 

 

Figure 46. Simplified compounds of colophony constituents and their allylic hydroperoxides 
5: 1-tert-butyl-1-cyclohexene (cyclohexene) ; 6: 1-(1-hydroperoxy-1-methylethyl) cyclohexene (cyclohexene 

hydroperoxide) ; 7: cumene ; 8: cumene hydroperoxide 
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Results 

Cyclohexene and hydroperoxides of cyclohexene and cumene induce an accumulation of 

intracellular Nrf2 

In response to an oxidative stress to the cells, the Nrf2/Keap1 pathway is activated in order to 

induce the synthesis of antioxidant enzymes (Dickinson et al., 2004). To investigate the activation 

of Nrf2 pathway after terpene and hydroperoxide exposure, the accumulation of the Nrf2 protein 

was measured by western blot. Our results showed that Nrf2 is accumulated in response to 

cumene-OOH, cyclohexene and cyclohexene-OOH, in a similar way of positive control CinA (Figure 

47). A significant difference was observed between cumene and cumene-OOH, while cyclohexene 

and its hydroperoxide act the same on Nrf2 accumulation. 

 

Figure 47. Effect of terpenes and hydroperoxides on Nrf2/Keap1 signaling pathway  
THP-1 cells were exposed for 6h to the indicated chemicals at subtoxic concentration. (A) Representative 

western blot of Nrf2 expression. (B) semi-quantification of Nrf2 protein expressed as fold induction. 
Positive control CinA was used for this experiment. Each value is the mean ± SEM of 4 independent 

experiments. Asterisks indicate a significant (p < .05) difference between chemical treated cells and vehicle 
treated cells. Dollars indicate a significant (p < .05) difference between both conditions. 
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Cyclohexene and hydroperoxides of cyclohexene and cumene induce the transcription of Nrf2 

target genes 

Cumene-OOH, cyclohexene and cyclohexene-OOH significantly induced the expression of ho-1, 

nqo1, and il-8, target genes of Nrf2, while cumene did not (Figure 48).  A significant difference was 

observed between cumene and cumene-OOH, while cyclohexene and its hydroperoxide act the 

same on Nrf2 target genes expression. Cumene-OOH induced 3 times more expression of ho-1 and 

about 10 times the expression of il-8, in a similar manner to positive control CinA.  

 

Figure 48. Effect of terpenes and hydroperoxides on Nrf2 target genes  
THP-1 cells were exposed for 6h to the indicated chemicals at subtoxic concentration. Expression of ho-1 
(A), nqo-1 (B) and il-8 (C) was measured by real-time PCR and were expressed as fold induction compared 

with control samples. Each value is the mean ± SEM of 4 independent experiments. Asterisks indicate a 
significant (p < .05) difference between chemical treated cells and vehicle treated cells. Dollars indicate a 

significant (p < .05) difference between both conditions. 

Conclusion 

Those preliminary results showed that both hydroperoxides induced an activation of Nrf2, as well 

as the cumene. We could test those compounds on THP-1 24h to measure the expression of CD54 

and CD86 in order to see if those chemicals induce any maturation. 
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Les KCs jouent un rôle dans la DAC : ce sont les premières cellules qui vont être en contact 

avec la molécule allergisante dans la peau. Ils contiennent des enzymes, telles que les cytochrome 

P450, qui possèdent une activité métabolique requise pour la conversion des prohaptènes en 

haptène immunogène. Cet haptène va ensuite se lier aux protéines pour former le complexe 

immunogène. Les KCs expriment également des facteurs chimiotactiques après exposition aux 

molécules allergisantes, incluant des chimiokines (CXCL9, CXCL10, CXCL11) et des molécules 

d’adhésion (ICAM-1). Ces facteurs attirent les DCs jusqu’au site d’exposition et renforcent  la 

réponse immunitaire. 

L’un des tests de sensibilisation in vitro validé par l’OCDE (442E) se pratique sur une lignée de 

KCs (HaCAT) : le KeratinoSens. Dans ce test, les molécules allergisantes sont utilisées à des 

concentrations subtoxiques, c’est-à-dire que la viabilité cellulaire est de 80 % après 24h 

d’exposition au produit. Les expositions à des produits cosmétiques se font à de faibles 

concentrations de molécules allergisantes, mais plusieurs fois par jour ou par semaine.  

Nous cherchons à connaître l’impact de l’exposition répétée d’une molécule allergisante sur la 

différenciation de l’épiderme. Pour ce faire, nous utilisons un modèle 3D in vitro, appelé raft, 

composé de KCs humains spontanément immortalisés (NIKS) déposés sur une matrice de 

collagène et de fibroblastes humains primaires. Le milieu de culture des rafts est changé tous les 

deux jours pendant 18 jours. A l’issue des 18 jours, un épiderme différencié et stratifié, constitué 

de ses 4 couches, est obtenu. 

La molécule allergisante que nous avons choisie est le cinnamaldehyde (CinA), une molécule 

électrophile contenue dans l’huile essentielle de cannelle et abondamment présente dans les 

produits cosmétiques. Le CinA est classé comme étant une molécule allergisante modérée dans le 

test du LLNA et fait partie des 26 allergènes qui doivent figurer sur le packaging des produits 

cosmétiques. Dans le but de mimer les scénari humains, nous avons choisi d’exposer les rafts tous 

les 2 jours à de faibles concentrations de CinA (0,1 ou 0,25 mM). Les concentrations ont été 

choisies suite aux résultats d’expériences de cytotoxicité (Annexine V/7AAD) réalisées au préalable 

sur les NIKS et les fibroblastes. Afin de mimer une exposition aiguë, les rafts ont été exposés à une 

forte concentration de CinA (2 mM) au jour 16.  
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Au bout de 18 jours, les rafts sont étudiés par immunohistochimie, western blot et RT-qPCR. Cette 

étude nous permet de comparer un épiderme exposé plusieurs fois à de faibles concentrations de 

CinA, à un épiderme non exposé, ou bien exposé à une forte concentration.  

Les résultats d’immunohistochimie nous indiquent qu’une exposition répétée de CinA n’induit pas 

de différence importante concernant l’épaisseur de l’épiderme, l’apoptose et la prolifération 

cellulaire. En revanche, nous observons une augmentation de l’expression de la filaggrine, témoin 

de la différenciation cellulaire.  

Une augmentation de l’expression de HO-1, enzyme de cytoprotection, est mesurée par 

immunohistochimie. Les cytokines présentes dans le milieu de culture mesurées tous les deux 

montrent que l’IL-6, probablement sécrétée par les fibroblastes, est induite avec un pic au jour 14.  

Dans le but de caractériser les gènes cibles et les voies de signalisation spécifiques de l’exposition 

répétée des rafts au CinA, nous avons réalisé un microarray. Cette approche transcriptomique a 

été effectuée à partir des extraits d’ARN totaux et nous a permis d’obtenir l’expression des gènes 

correspondant à l’ensemble du génome humain. Une première analyse non supervisée sur 

l’ensemble de la puce a montré une homogénéité des répliquats. Les gènes exprimés de façon 

différentielle, avec un fold change supérieur à 1,5, et une variance faible, avec une p value 

inférieure à 5%, ont été regroupés dans une heat map de 1497 gènes. Cette heat map peut être 

divisée pour une analyse en clusters. Les fonctions des gènes associés aux clusters ont été 

analysées. Les gènes activés par le CinA concernent la réponse des cellules épithéliales à un 

xénobiotique, la différenciation des KCs et l’expression des transporteurs d’ions calciques. Ces 

résultats concordent avec les observations réalisées en immunohistochimie. Les gènes inhibés par 

le CinA sont associés à des fonctions d’adhésion à la MEC et à des constituants des jonctions 

intercellulaires.  

En conclusion, nous pouvons affirmer qu’une exposition à de faibles concentrations de CinA 

impacte la différenciation de l’épiderme, par une augmentation de l’expression de la filaggrine, 

également témoin d’un renforcement de la fonction barrière. Les cellules sont soumises à un 

stress oxydant, en exprimant davantage de HO-1 et de NQO-1. Malgré le stress oxydant provoqué 

par le CinA, le système de défense cellulaire semble assez efficace pour empêcher l’apoptose des 
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Article II 
Activation of keratinocytes in response to repeated-exposure of a cosmetic sensitizer in a 3D 

skin model 

In process 

Chloé Raffalli, Agnieszka Jaracz-Ros, Florent Dumont, Françoise Gaudin, Claudine Deloménie, 
Carmen Gallego, Marc Pallardy, Géraldine Schlecht-Louf, Françoise Bachelerie, Saadia Kerdine-

Römer 

Les KCs sont les principales cellules qui constituent l’épiderme. Ce sont les premières cellules qui 

vont rencontrer les substances chimiques dans la peau et elles jouent un rôle dans la DAC. Nous 

nous sommes demandé quelle serait l’influence d’une molécule chimique sur le processus de 

différenciation de l’épiderme. Un modèle 3D appelé raft, composé de KCs (les cellules de lignée 

cellulaire NIKS) mis en culture sur une matrice constituée de collagène et de fibroblastes primaires 

a été exposé de façon répétée au CinA. Le CinA est une molécule électrophile bien connue, inclue 

dans la liste des 26 allergènes qui doivent être indiqués sur le packaging des produits cosmétiques. 

Pendant la différenciation de l’épiderme, les rafts ont été exposés à de faibles concentrations de 

CinA (0,1 mM et 0,25 mM) un jour sur deux pendant 18 jours. A la fin de la différenciation, 

l’épiderme a été analysé par immunohistochimie, western blot et RT-qPCR. Un microarray a été 

réalisé dans le but de découvrir de nouvelles voies de signalisation et de proposer de nouveaux 

gènes d’intérêt en réponse à l’exposition répétée de CinA. Les résultats montrent que l’exposition 

répétée à des faibles doses de CinA n’induit pas d’augmentation de l’épaisseur de l’épiderme, ni 

d’apoptose et de prolifération cellulaire. Cependant, l’expression de la filaggrine, de HO-1 et de 

NQO-1 est augmentée, ce qui nous permet de suggérer que la barrière cutanée est renforcée et 

qu’une réponse à un stress oxydant apparaît. Les résultats du microarray ont montré que les 

gènes activés par le CinA sont en lien avec le développement de l’épiderme, la cornification et le 

transport des ions calcium. A contrario, les gènes les moins exprimés sont ceux qui codent pour 

des protéines impliquées dans l’adhésion à la membrane basale et les jonctions cellulaires. 
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Abstract  

Keratinocytes (KCs) are the main cells that constitute the epidermis. They are the first cells that 

encounter the chemicals in the skin, playing a role in Allergic Contact Dermatitis (ACD). We 

wonder how repeated exposure of a chemical could influence the differentiation process of the 

epidermis. A 3D raft model composed of KCs (NIKS cell-line) cultured on a matrix of collagen and 

primary human fibroblasts was repeatedly-exposed to cinnamaldehyde (CinA). CinA is a well-

known electrophilic compound, included in the 26 allergens that need to be labelled on the 

packaging of cosmetic products. During epidermis differentiation, we exposed the rafts with low 

concentration (0.1 or 0.25 mM) of CinA every other day during 18 days. At the end of the 

differentiation, epidermis was analyzed by immunohistochemistry, western blot and RT-qPCR. A 

microarray was performed to highlight new canonical pathways and to propose new genes of 

interest. Our results show that repeated-exposure of rafts with CinA did not induce an enhance 

epidermis thickness, neither cellular apoptosis nor proliferation. However, the expression of 

filaggrin, HO-1 and NQO-1 is increased, letting us suggest that a strengthening of the skin barrier 

function and an oxidative stress response occurs after CinA exposure. The results of the 

microarray showed that genes activated by CinA are related to epidermis development, 

cornification and calcium ion transport. A contrario, we measured a lack of activated genes coding 

for adhesion to basement membrane and cell junctions. 
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Introduction 

One of the principal roles of the skin is to protect against external factors, such as temperature, 

chemicals and moderate mechanical pressures (Fuchs, 2016). This organ is exposed to a wide 

variety of chemicals, whether associated with intended use or misuse from high exposure through 

single or repeated use. Consequently, skin needs to process a wide variety of chemicals to which 

individuals are exposed as part of everyday lives, such as cosmetic products.  

Cosmetic products have been made for thousands of years from a variety of substances derived 

from plants, animals and mineral sources. Modern technology has added an important number 

from synthetic and semi-synthetic origin. In practice, cosmetic products have rarely been 

associated with serious health hazards, which, however, does not mean that cosmetics are safe in 

use per se (Scientific Committee on Consumer Safety, 2011). Particular attention is needed for 

long-term safety aspects, since cosmetic products may be used extensively over a large part of the 

human lifespan and sensitive groups of the population may be involved. This is why the evaluation 

of cosmetic products safety and their ingredients is a concern. 

Safety evaluation of cosmetic products and their ingredients is currently facing a major challenge 

in Europe. Since 2004, EU law bans the sale of any cosmetic product in finished form tested on 

animals, as well as cosmetics containing ingredients subject to new animal testing since 2013. 

Therefore, the development of innovative in vitro methods that reproduce the physiological 

functionality of specific human organs has become essential and must continue in order to face 

the current challenges for risk assessment purposes. Skin in vitro models that emulate metabolic 

mechanisms in skin have been developed and still require refinement.  

Immortalized cell-lines such as HaCaT or primary cells such as normal human epidermal 

keratinocytes (NHEK) have been used in co-culture with other cell types (Hennen and Blömeke, 

2016) in an attempt to reproduce some of the biological responses observed in skin in vivo. A 

disadvantage of these cell systems is that they grow as monolayers, which may lead to differences 

in compound distribution and metabolic competence when compared with intact skin. As a result, 

to mimic skin in an in vitro environment, models have been developed over the past 20 years to 

reproduce a 3D structure. 3D skin models have been used extensively for skin penetration studies  

(Lombardi et al., 2008; Rozman et al., 2009) and validated for assessment of skin corrosion and 
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skin irritation potential (El Ghalbzouri et al., 2008; Kandarova et al., 2005, 2006; Katoh et al., 

2010). Recent studies have also tried to link cell viability and cytokine secretion in these models to 

the sensitizing potential of chemicals (dos Santos et al., 2011; Gibbs et al., 2013). 

We address the concerns about long-term repeated-dose toxicity of cosmetic compounds. Since, 

consumers of cosmetic products are exposed to low concentrations of cosmetics but several times 

a day or a week, we address the impact of those compounds on the skin. We focused on the 

epidermis differentiation, since this process is of major importance for skin barrier integrity 

(Wikramanayake et al., 2014). 

Here we have used an organotypic raft cultures skin model to study the metabolic clearance of 

cinnamaldehyde (CinA). We chose the CinA since it is a well-known electrophilic compound, 

extracted from cinnamon and included in the 26 allergens that need to be labelled on the 

packaging of cosmetic products (Figure 1). A 3D RAFT model composed of KCs (NIKS cells) cultured 

on a matrix of collagen and primary human fibroblasts was used and exposed to CinA. In contrast 

to HACAT cells, NIKS cells more closely resembled the differenciation pattern of primary 

keratinocytes (Allen-Hoffmann et al., 2000). We worked with low (chronic exposure, 0.1 mM & 

0.25 mM) or high (acute exposure, 2 mM) concentrations. Results showed that multiple exposures 

to CinA seem to impact epidermis differentiation by strengthening its barrier function. At low 

doses of CinA, oxidative stress occurs since HO-1 and NQO-1 expression is measured, but the 

defense system of the cell is strong enough to avoid apoptosis. 
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Materials and Methods 

Cell-culture 

NIKS cells, near-diploid spontaneously immortalized human keratinocytes (Allen-Hoffmann et al., 

2000) (kindly provided by Dr Paul F. Lambert), were maintained at subconfluence on mitomycin C-

treated 3T3-J2 feeder cells (kindly provided by Dr Paul F. Lambert) in F medium with all 

supplements as previously described (Lambert et al., 2005). Primary human foreskin fibroblasts 

(kindly provided by Dr Paul F. Lambert) were cultured in Ham’s F12 medium containing 10% fetal 

bovine serum and 1% penicillin-streptomycin, before use in raft cultures. 

Measurement of cell viability 

Cinnamal (CinA, CAS number: 104-55-2) and dimethyl sulfoxide (DMSO, CAS number: 67-68-5) 

were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin- Fallavier, France). Several concentrations were 

tested on NIKS cells and fibroblasts to assess cell viability after 24h of treatment using 7-AAD and 

Annexin V staining according to the manufacturer’s protocol (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, 

France) (data not shown). Cell viability was measured using the FL-3 wavelength on a FACScalibur 

flow cytome- ter (Becton Dickinson). Data acquisition was performed using the CellQuest software 

(Becton Dickinson). According to these results, two concentrations were selected, inducing no 

more than 30% cytotoxicity: 0.1 and 0.25 mM. For acute exposure, we selected the highest 

concentration possible that avoids solubility issues.  

Organotypic rafts cultures 

NIKS cells were grown in raft cultures to induce the three-dimensional architecture of the 

stratified epithelium, as described previously (Lambert et al., 2005; Meuris et al., 2016). Briefly, 

1.5 x 106 NIKS cells were seeded onto a dermal equivalent composed of rat-tail collagen type 1 

containing 1 x 106 human foreskin fibroblasts (Figure 2). Raft cultures were lifted onto transwell 

inserts submerged in deep well plates containing keratinocyte plating medium and cultured for 4 

days. The transwell inserts were then raised by placing four cotton pads underneath them, 

thereby exposing the epithelial cells to the air-liquid interface. Raft cultures were fed by diffusion 

from below with cornification medium and were allowed to stratify for 14 days, the culture 

medium was changed every other day. AMD3100 (A5602, Sigma-Aldrich) was added to the 
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cornification medium at a concentration of 20 μg/mL from day 4 to the end of the experiment. 

Rafts were then removed from transwell inserts and either fixed in formalin and embedded in 

paraffin for histological analyses, or frozen at −80˚C for quan ta ve real-time PCR and western 

blot analyses. 

Chemical treatment 

From day 4, during epidermis differentiation, CinA (0.1 or 0.25 mM) was added to the culture 

medium and renewed every other day. For acute exposure, CinA (2 mM) was added at day 16, in 

order to stimulate the cells for 2 days.  

Western blot 

NIKS cells from monolayer cultures or rafts cultures were resuspended in protein lysis buffer (1% 

Triton X-100, 10mMTris-HCl pH 7.4, supplemented with Protease and Phosphatase Inhibitor 

Tablets (Pierce). Total protein concentration was evaluated using bicinchonininc assay, 30 mg of 

denatured proteins were loaded on polyacrylamide gels (TGX Stain-Free FastCast; Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, California). Stain-free gels were activated. Proteins were transferred to 

PVDF membrane (Bio- Rad Laboratories). Total proteins on membranes were detected using the 

Stain-free method (Gilda and Gomes, 2013). Primary antibodies were as follows: anti-filaggrin 

(ab81468, abcam), anti-cytokeratin 5 (ab128190, abcam), anti-cytokeratin 16 (ab76416, abcam), 

anti-cytokeratin 10 (ab9026, abcam), ho-1 (ab13248, abcam), nqo-1 (ab28947, abcam) and Nrf2 

(66504-1-Ig, Proteintech). 

Immunohistochemistry 

Raft paraffin sections (5-μmthick) were stained with hematoxylin and eosin (HE). 

Immunohistochemistry was performed on paraffin sections using primary antibodies for 

cytokeratin 10 (ab9026, abcam), filaggrin (ab218395, abcam), ki67 (ab16667, abcam), cytokeratin 

5 (ab17130, abcam), cytokeratin 16 (ab80574, abcam). Bound antibodies were detected using the 

LSAB +/HRP kit (Dako). For immunofluorescence, staining with the primary antibody for 

cytokeratin 5, 10 and 16 was followed by staining with a goat anti-mouse Alexa Fluor 596 

(Invitrogen). Tissues were counterstained with DAPI. For the TUNEL assay to detect apoptotic cells, 

we used the In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (11684795910, Roche Diagnostics) 

according to the manufacturer’s instructions. 
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Images analysis 

Slides were scanned by the digital slide scanner NanoZoomer 2.0-RS (Hamamatsu) allowing an 

overall view of the samples. Images were digitally captured from the scanned slides using the 

NDP.view2 software (Hamamatsu). All quantifications from the histological analyses were 

performed by counting 10 different fields on the scanned slides.  

Extraction and purification of total RNA 

The Macherey Nagel kit was used to extract the RNA and the manufacturer protocol was followed. 

RNA purity and quantity was assessed by UV measurement using a BioMate 3S UV-Visible (Thermo 

Scientific™) spectrophotometer. RNA integrity evaluated by capillary electrophoresis using RNA 

6000 Nano chips and the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) revealed RIN (RNA Integrity 

Number) values of 7.5 ± 1, thus lower than RIN threshold usually considered as acceptable.  

Gene expression profile analysis 

Hybridization of microarrays 

A global gene expression analysis was performed from 3 biological replicates of 8-treated or 

untreated cultures, using 8x60k SurePrint G3 Unrestricted human whole genome oligo microarrays 

(Agilent Technologies). Target preparation and hybridization were done according to the 

manufacturer’s instructions (Agilent Technologies). Briefly, 200 ng of total RNA from each sample 

was labeled with Cy3-CTP using the Low Input Quick Amp Labeling Kit, monocolor. Internal 

standards were derived from the One-color RNA Spike-in Kit. The labeled targets were purified 

using the RNeasy® Mini Kit (Qiagen) and their quality and quantity were confirmed by 

spectrophotometry and by the Bioanalyzer 2100 technology (Agilent Technologies). 600 ng of each 

labeled cRNA target was incubated on microarray slides at 65°C for 17 hours. After washing, slides 

were scanned using the Microarray Scanner (G2565CA, Agilent Technologies) at 3-µm resolution 

and at high and low photomultiplier voltages to optimize the dynamic range of image 

quantification. The data were extracted from these images using the Agilent Feature Extraction 

10.7.3.1 software. 
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Rawdata and preprocessing 

Images and rawdata file were generated using Feature Extraction software from Agilent (version 

10.10.1.1). We obtained one rawdata file by sample in .txt format. We used the “green processed 

signal” value as rawdata.  This value corresponds to the rawdata signal for which a multiplicative 

detrending algorithm was applied to compensate the slight linear variations in intensities. Those 

intensities can occur if the processing is not homogeneous across the slide [Agilent Feature 

Extraction Software (v10.5) Reference Guide]. 

We assure that all QC metrics were validated to save from technical artefact according to Agilent 

requirements. Rawdata were then quantile normalized and log2 transform to obtain the 

normalized matrix data. Rawdata will be accessible on Gene expression Omnibus database (GEO-

NCBI). 

Statistical analysis  

First, to save from biological outliers (or technical bias prior to chip experiment or RNA extraction), 

we made an unsupervised analysis (taking into account all sample and genes): we applied principal 

component analysis (PCA) and hierarchical clustering (Pearson’s dissimilarity and average linkage) 

on normalized data. This step confirms the data quality and we did not have to remove any sample 

for the downstream analysis. 

To find differentially expressed genes through our three treatments, we applied a one way 

analysis of variance (ANOVA) for each gene and made pairwise Tukey’s post hoc tests between 

groups. We also compute fold-change (ie mean ratios) between groups. 

Then, we used p-values and fold-changes to select genes of interest. We filtered genes with p-

value <0.05 and fold-change >1.5 (or < -1.5) in at least one of our three comparison. We obtained 

3 lists of differentially expressed genes (DEGs) with respectively for each comparison 473 genes for 

CinA 0.1 mM vs DMSO, 798 genes CinA 0.25 mM vs DMSO and 409 genes for CinA 0.25 mM vs 

CinA 0.1 mM. 

We gathered these 3 lists to obtain a final gene expression signature of 1497 unique genes that 

discriminates our three phenotypes.  
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Clustering analysis 

With the aim to find pairwise correlated genes that could improve discrimination between groups 

and downstream analysis (see functional analysis below for more explanation), we decided to find 

clusters among our 1497 genes signatures using unsupervised classification methods. We used a 

hierarchical clustering (Pearson’s dissimilarity and average linkage) and applied a cutoff at 0.5 in 

order to cut the dendrogram. We then obtained 12 clusters that could have more relevant 

physiological traits according to our phenotype.  

Pearson’s dissimilarity is defined as 1-r/2 where r is the pearson correlation coefficient. 

Functional analysis 

In order to find functions or regulators involved in our different phenotypes, we carried out 

enrichment analysis for all lists of interest through the use of IPA (Ingenuity® Systems, USA 

www.ingenuity.com) and Pathway Studio (Ariadne Genomics). 

We used fisher’s exact test to find best enriched pathways and functions. All pvalues were log 

transformed to sort and display the results. We consider as significant all pathways or functions 

with pvalues < 0.05 (- log10(p) > 2).   

Data accession 

All data obtained by microarray analysis will be submitted on GEO NCBI site.  
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Results 

Repeated exposure of CinA did not importantly modify epidermis thickness and apoptosis  

In order to evaluate the impact of repeated exposure of CinA during skin differentiation, we 

treated the rafts with 2 different concentrations of CinA every other day. At the end of the 

differentiation, we analyzed and measured the epidermis thickness and study the percentage of 

apoptotic cells. We quantified apoptotic cell numbers in raft sections by TUNEL assay. Results 

showed a small increase of percentage of apoptotic cells after treatment with CinA 0.25 mM: from 

8 % to 18 % (Figure 3A). In comparison, acute exposure of CinA at a high dose (2mM), showed a 

percentage of apoptotic cells of 36 %. Those results were the mean of 3 rafts. We compared full-

thickness skin equivalents treated by CinA and vehicle. A small increase of epidermis thickness was 

also observed: an increase of 20 % and 35% after 0.1 and 0.25 mM of CinA exposure respectively 

in comparison with vehicle (Figure 3B). The epidermis thickness of rafts treated with 2 mM of CinA 

was decreased of 42 %. Repeated exposure of CinA did not modify the skin thickness compared to 

the vehicle (DMSO 0.1%). However, acute exposure of CinA (2 mM) induced a decrease of 

epidermis thickness and more apoptosis. Since a small increase of epidermal thickness was 

observed after CinA exposure, to evaluate the effect of CinA on cell division, rafts paraffin sections 

were stained with an antibody to Ki67. Ki67 is a marker that is present in cells during essentially all 

phases (G1-, S-, M- and G2) of the cell cycle, but is absent from resting cells (G(0)), makes it an 

excellent marker for determining the so-called growth fraction of a given cell population. 

Immunohistochemical analyses of Ki-67 in raft cultures indicated a slight enhanced of cellular 

proliferation in the basal compartment of CinA and a higher overall proportion of (Ki-67-positive) 

cells in cycle (Figure 3C). 

CinA alters differentiation of KCs 

CinA treated rafts exhibited an increase of expression of keratin filament-associated filaggrin 

protein in the granular layer, a marker of epidermal differentiation. Filaggrin is a key protein for 

the epidermal barrier (McGrath and Uitto, 2008; Sandilands et al., 2009). It aggregates keratins 

and it is cross-linked to cornified envelopes. We observed an enhanced expression of filaggrin 

immunohistological analysis of rafts treated with CinA 0.1 and 0.25 mM in comparison with vehicle 

(Figure 4A). These results suggest that the repeated exposure of CinA on rafts lead to an alteration 
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of differentiation of the suprabasal layers of the epidermis. Results of enhanced proliferation are 

confirmed with the staining of keratin 10. Keratin 10 is only expressed during cornification of 

epidermis, meaning its staining would be in the spinous and granular layers. Results of keratin 10 

staining showed a thicker basal layer with rafts treated with CinA 0.25 mM in comparison with 

vehicle and CinA 0.1 mM treatment (Figure 4B). Otherwise, treated rafts exhibited normal 

expression patterns for keratin 5, a prominent marker of epidermal differentiation in the basal 

layers (Alam et al., 2011) (Figure 4C). Treated rafts also exhibited normal expression patterns for 

keratin 16, a functionally important component of a genetic network regulating danger signals and 

innate immunity (Figure 4D).  

CinA repeated exposure induced il-6 secretion 

To further validate the effect of CinA on rafts, the culture medium were harvested every other day 

and assessed for a subset of 6 cytokines (IL-1β, IL-10, IL-6, IL-8, MCP-1 and TNF-α), using multi-

analytes flow assays. 3 out of 6 proteins were detected in the medium culture: IL-8, MCP-1 and IL-

6 (data not shown). Only IL-6 was differentially expressed between CinA-treated and vehicle-

treated rafts. Over time, IL-6 secretion tended to increase in comparison with vehicle, with a peak 

at day 14 and then it decreased (Figure 5). Repeated-exposure of CinA on rafts lead to an 

inflammatory response. 

CinA induced an oxidative stress on rafts 

We investigated if the changes in differentiation capability could be attributed to an oxidative 

stress. In response to an oxidative stress to the cells, the Nrf2/Keap1 pathway is activated in order 

to induce the synthesis of cytoprotective and detoxification enzymes such as HO-1 and NQO-1 

(Migdal et al., 2013). CinA has been reported to induce an antioxidative effect (Hong et al., 2016). 

Expression of ho-1 was predominantly situated in granular layer of rafts and highly expressed in 

response to CinA in comparison with vehicle (Figure 6A). Western blot analysis of NQO-1 and NRF2 

accumulation showed a higher expression of those proteins in rafts treated with CinA compared to 

vehicle (Figure 6B and C). Those measurements mean that an oxidative stress is induced by 

repeated-exposure of CinA in rafts.  
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Microarray chip analysis showed a segregation between KCs treated with CinA 0.25 mM and the 

other conditions 

As the major goal of our work was to get a better understanding of which molecular pathways 

might be affected by CinA, we investigated the gene expression profiles of 3 rafts treated with 

vehicle, 2 rafts treated with CinA 0.1 mM and 3 rafts treated with CinA 0.25 mM. We first did a no-

supervised analysis as a quality control of the experiment: 3 CinA 0.25 mM triplicates gathered, 

meaning that CinA 0.25 mM repeated-exposure induced the same gene expression on rafts. It also 

meant that the transcriptome was more influent with 0.25 mM CinA than 0.1 mM (Figure 7A).  

We did a comparison of gene expression in cells treated with vehicle (DMSO) vs CinA 0.1 mM or 

CinA 0.25 mM and also CinA 0.1 mM vs CinA 0.25 mM. Only genes with a fold change ≥ 1.5 and a 

p-value ≤ 0.05 were analyzed. We obtained 3 lists of genes that was gathered in a heat map 

(Figure 7B).  

CinA multi-exposure induced significant expression of 1497 genes that could be divided in 12 

clusters 

The heat map was divided into 12 clusters in order to make a finer analysis and to find new 

canonical pathways and genes functions associated with smaller gene lists (Figure 8A). We can see 

that genes activated in response to CinA 0.25 mM and inhibited in response to the vehicle (cluster 

1, 2 and 3) are correlated with epidermis development, response to a toxic substance and calcium 

ion transport (Figure 8B). Those results are in correlation with the enhanced filaggrin expression.  

Expression of genes basement membrane, cell-matrix adhesion, cell junction assembly and 

extracellular matrix was significantly decreased in all cells that were treated with CinA. It meant 

epidermis might be less encored to the basement membrane.  
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Discussion 

Most of topically applied products are designed to be used on a regular basis or at least for a few 

cycles of application before the desired effects are obtained. Whilst repeat product application is 

considered at the clinical trial stage, repeat dosing studies are not frequently performed during 

early in vitro investigations.  

CinA is a major component of the European standard series contact allergen “Fragrance Mix,” 

which is the most common organic allergen in humans and is second only to nickel in 

epidemiological studies reporting the frequency of human patch test positives (González-Muñoz et 

al., 2014). However, the investigation of the mechanisms underlying the effect on the skin induced 

by chronic (low level) CinA exposure is difficult due to the lack of suitable in vivo and in vitro 

models. Consequently, the development of cell culture-based 3D models which strongly resemble 

the human skin tissue is of high interest. Noteworthy, so-called organotypic cultures or skin 

equivalents have been shown to reflect the basic elements of normal human skin development 

(Weinmuellner et al., 2017) and were used successfully over the last years to study the impact of 

diverse allergenic compounds (Galbiati et al., 2017; Corsini et al., 2016). One problem associated 

with conventional cell culture models, however, is that primary keratinocytes have a limited 

proliferative capacity in vitro and, thus, are not suited for long-term chemical exposure studies 

(Arnette et al., 2016). Hence, we here used a spontaneously immortalized, primary-like cell-line 

(NIKS cells), in order to reproduce organotypic skin cultures, on a matrix of collagen and 

fibroblasts. In contrast to spontaneously immortalized HaCaT cells, these skin equivalents were 

characterized by a multi-layered epidermis including a stratum corneum (Allen-Hoffmann et al., 

2000). In addition, early as well as late differentiation marker patterns were comparable to those 

of skin equivalents built with primary keratinocytes, suggesting that this model cell-line resembles 

the behavior of primary cells.  

In this study, we demonstrated that repeat low dosing of CinA on a 3D skin model during 18 days 

did not kill the cells, neither induced an important enhance of the thickness, but definitely 

impacted the differentiation of the cells with the increase of filaggrin expression. It may 

demonstrate skin barrier function reinforcement.  
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Some studies revealed the role of Nrf2 in skin, with an enhanced expression in KCs cell-type 

(Schäfer et al., 2012). HO-1 is a cytoprotective enzyme whose gene expression is regulated by 

Nrf2. We found its overexpression in KC raft cultures treated with CinA in the suprabasal layers. 

Those results correlate with a study realized on normal human epidermal keratinocytes (NHEKs), 

saying that NQO-1, another enzyme whose gene expression if regulated by Nrf2, was induced at 

late stage of differentiation (Piao et al., 2011). It correlates too with a study realized on mice 

saying that a gradient of Nrf2 occurs from suprabasal to basal layers (Schäfer et al., 2010). 

The hypothesis that cells’ release of inflammatory cytokines could be maintained or even 

enhanced after repeated exposures to a model skin sensitizer has been suggested. In our 

experiments, IL-6 secretion by fibroblasts tended to increase in comparison with vehicle, with a 

peak at day 14 and then it decreased. It was described that IL-6 promotes human epidermal KCs 

proliferation and keratin cytoskeleton reorganization in culture (Hernández-Quintero et al., 2006). 

Recent studies revealed that Nrf2 induced a stimulating effect on epithelial cell proliferation 

through an IL-36γ pathway. In particular, IL-36γ induces the expression of keratinocyte mitogens in 

fibroblasts, through its secretion of IL-6 (Kurinna et al., 2016). 

Our results demonstrate that repeated exposure of CinA fosters a keratinocyte environment to 

induce the expression of genes coding for proteins with a role in cornification, epidermis 

development, keratinization and calcium ion transport. These findings in CinA-treated rafts 

correlate with filaggrin over expression and enhanced KC proliferation. These results are especially 

relevant because calcium has been described as a regulator of skin differentiation (Bikle et al., 

2012).  

On the other hand, a decrease of the expression of genes coding for cell-matrix adhesion proteins 

or cell-junction assembly, might lead to a less anchoring of the cells into the basement membrane. 

It also correlates with the heterogeneity of the basal cells divisions.  

In summary, repeated exposure to CinA seems to impact epidermis differentiation by 

strengthening its barrier function and enhancing KCs proliferation. At low doses of CinA, oxidative 

stress occurs since HO-1 expression is observed, but the defense system of the cell is strong 

enough to avoid apoptosis.  
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Some limit of the model can be highlighted Recent studies demonstrated that the stratum 

corneum of in vitro cultured models differ from native skin in terms of lipid composition and 

spatial organization. Thus, we did not measure il-18 while it’s described in other 3D skin models, 

containing, primary KCs so maybe NIKS cells do not express il-18 (Galbiati et al., 2017). But the 

problem with primary KCs is the inter-donor variability that we don’t have with cell-line. 
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Figure captions: 

Figure 1: Essential oil of cinnamon contains CinA, a moderate skin sensitizer. This essential oil is 

highly found in cosmetic products. 

Figure 2: Organotypic culture of skin (rafts): KCs were cultured on a mix of collagen and primary 

human fibroblasts, as a supporting tissue. Culture medium containing CinA was changer every 

other day. 

Figure 3: Effect of repeated-exposure of CinA on apoptosis, epidermis thickness and proliferation 

of rafts. (A) Representative image of apoptotic cells in rafts identified by TUNEL assay. Apoptotic 

cells are stained in green. Quantification of apoptotic cells from the histological analyses. Results 

are expressed as the percentage of apoptotic cells out of the total number of epithelial cells. (B) 

Representative raft culture stained with hematoxylin and eosin (HE). Images are representative of 

three independent experiments. Quantification of epidermis thickness from histological analysis 

are expressed as µM. Values are mean ± SEM. (C) Representative raft culture stained with ki67. 

Images are representative of three independent experiments. Quantification of ki67 positive cells 

from the histological analyses. Results are expressed as the number of ki67 positive cells out of the 

total number of epithelial cells. 

Figure 4: Effect of repeated-exposure of CinA on epidermis differentiation. Representative raft 

culture stained with filaggrin (A), cytokeratin 10 (B), cytokeratin 5 (C), cytokeratin 16 (D). Images 

are representative of three independent experiments. 

Figure 5: Il-6 secreted from CinA stimulated rafts. Medium culture was retrieved every other day 

and a panel of cytokines were dosed with a qualitative Legendplex assay (Biolegend). A qualitative 

analysis was done with the Legendplex software. The graph represents the mean of il-6 dosed in 

two different medium culture of rafts. 

Figure 6: Effect of repeated-exposure of CinA on Nrf2/keap1 signaling pathway on rafts. (A) 

Representative raft culture stained with HO-1. (B) Representative western blot of NQO-1 (C) 

Representative western blot of Nrf2. Images are representative of three independent 

experiments. 
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Figure 7: (A) Microarray quality control. no-supervised hierarchical clustering on whole 

transcriptome shows a segregation between CinA 0.25 mM and the other conditions. (B) Selection 

of differentially expressed genes by ANOVA with the venn diagramm. Each circle represents a 

comparison between two conditions: CinA 0.1 mM vs DMSO or CinA 0.25 mM vs DMSO or CinA 

0.25 mM vs CinA 0.1 mM (1497 unique genes in total). Pvalue < 0.5 and fold change > 1.5.  

Figure 8: (A) Heatmap of selected genes (1497) from each comparison. Each selected gene have a 

p value < 0.05 and a fold change > 1.5. The hierarchical clustering was cut at 0.5 (dissimilarity 

measure) (blue line) in order to obtain 12 clusters for enrichment analysis. (B) Enrichment analysis 

results of each cluster from pathway studio database. 
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Résultats complémentaires 
Partie II 

Consumers of cosmetic products are exposed to low concentrations of cosmetics but several times 

a day or a week, we wonder what would be the impact of those compounds on the skin. We 

decided to address the concerns about long-term repeated-dose toxicity of cosmetic compounds 

(Van der Veen et al., 2011).   

Keratinocytes (KCs) are the main cells that constitute the epidermis. They are the first cells that 

encounter the chemical hapten in the skin. They contain enzymes with metabolic activity required 

for the conversion of prohaptens into biologically active haptens, thereby facilitating binding to 

proteins to form the antigen (Van der Veen et al., 2011). Dendritic cells (DCs) have the ability to 

acquire and process antigens for presentation to T cells and express high levels of the co-

stimulatory molecules that drive T-cell activation (Randolph et al., 2005). Both cell-types play a 

role in Allergic Contact Dermatitis (ACD).  

For the in vitro investigation of chemicals’ potential for DC activation, the suitability of analyzing 

CD86 and CD54 upregulation on monocytic THP-1 cells, as a surrogate of DC, has been 

demonstrated with the h-CLAT in vitro test (442E). The impact of keratinocytes on chemicals’ 

capacity for THP-1 activation, and especially their effect on potency prediction, has also been 

investigated in  a co-culture model (Hennen et al., 2011; Hennen and Blömeke, 2016).  

In this study, we used a well-described HaCaT/THP-1 coculture setup (Hennen et al., 2011) to 

study the impact of keratinocytes on the expression of CD86 and CD54 of THP-1 cells after 

repeated exposure of HaCaT. We chose three chemicals to investigate this question: DNCB, CinA 

and NiSO4. DNCB and NiSO4 are considered as positive controls in h-CLAT test. Only NiSO4 results 

will be described here. 
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Material and Methods 

In vitro cell-culture 

The human monocytic cell-line THP-1 (ATCC-TIB-202; LGC, Molsheim, France) was grown in RPMI 

1640 medium with 25mM HEPES GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France) supplemented 

with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Biowest, AbCys, Courtaboeuf, France), 1% sodium 

pyruvate (Gibco, Invitrogen), antibiotics [100U/ml penicillin, 100 lg/ml streptomycin (Gibco, 

Invitrogen)] and 0.05 mM 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) at 37 °C in humidified air containing 

5% CO2. HaCaT cells were cultured in DMEM plus 10% FBS, 2mM L-glutamine, and 1% antibiotics. 

Co-culture model   

HaCaT cells (2 x 106 cells in 2 mL THP-1 culture medium) were cultivated in six-well plates over-

night. Cells were stimulated repeatedly every day from 24 to 72h. THP-1 cells were washed 3 times 

w/o 2-mercaptoethanol and 1 x 106 in a final volume of 1 mL were added to HaCaT cells and were 

incubated with or without chemical compounds for 24h. THP-1 cells were then collected, and their 

expression of cell surface markers was analyzed via flow cytometry. Cytotoxicity was measured by 

flow cytometry using PI.  

Repeated-exposure model – monoculture THP-1 cells 

THP-1 cells were cultured for at least 12h at 8 x 105 cells/ml in complete medium without 2-

mercaptoethanol. On the next day, the cells were seeded in a 12-wells plate in complete medium 

at 1 x 106 cells/ml and treated with chemicals. CinA was diluted in DSMO and PBS, DNCB in DMSO 

and NiSO4 in complete medium (Figure 49). THP-1 cells were then collected, and their expression 

of cell surface markers was analyzed via flow cytometry. Cytotoxicity was measured by flow 

cytometry using PI. 
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Figure 49. Repeated-exposure model of THP-1 cells 

Repeated exposure model – coculture HaCaT/THP-1 

HaCaT cells were stimulated every day during 48 or 72h with the indicated chemical. THP-1 cells 

were cultured for at least 12h at 8 x 105 cells/ml in complete medium without 2-mercaptoethanol. 

24h before the end of the experiment, the cells were seeded with HaCaT in complete medium at 1 

x 106 cells/ml for 24h (Figure 50). THP-1 cells were then collected, and their expression of cell 

surface markers was analyzed via flow cytometry. Cytotoxicity was measured by flow cytometry 

using PI. 

 

Figure 50. Repeated-exposure model of co-culture HaCaT and THP-1 

Repeated exposure model – coculture w or w/o HaCaT supernatant 

HaCaT cells were stimulated every day during 48 or 72h with the indicated chemical. THP-1 cells 

were cultured for at least 12h at 8 x 105 cells/ml in complete medium without 2-mercaptoethanol. 

24h before the end of the experiment, the medium of HaCaT culture was removed and used to 
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suspend the THP-1 cells. Those THP-1 cells were seeded at 1 x 106 cells/ml for 24h. Other THP-1 

cells were suspend in fresh new medium at 1 x 106 cells/ml and added to previously stimulated 

HaCaT for 24h (Figure 51). THP-1 cells were then collected, and their expression of cell surface 

markers was analyzed via flow cytometry. Cytotoxicity was measured by flow cytometry using PI. 

 

Figure 51. Repeated exposure model – coculture with or without HaCaT supernatant 

Chemical treatment and choice of concentrations 

Previous work in the lab showed that subtoxic concentration of NiSO4 on THP-1 cell was 0.5 mM 

after 24h of treatment (Ade et al., 2009). For repeated exposure, we decided to divide the 

concentration by the number of exposures. It means, for 48h of exposure, we stimulated HaCaT or 

THP-1 2 times with NiSO4 0.25 mM. For 72h of exposure, we stimulated HaCaT or THP-1 3 times 

with NiSO4 0.17 mM. 

Flow cytometry analysis 

After 24h of incubation with chemicals, THP-1 cells were harvested, washed once in PBS and 3 x 

105 cells (per antibody) were incubated in PBS containing 0.05% bovine serum albumin (BSA) for 
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30min at 4 °C with the monoclonal antibodies PE-conjugated antiCD86 (555658, BD) and 

allophycocyanin-conjugated antiCD54 (559771, BD). After incubation, cells were washed with PBS 

+ BSA 0.05%. THP-1 cell phenotype modifications were detected using a FACS-Calibur flow 

cytometer. For each sample, 10,000 cells were acquired and analyzed using the CellQuest 

software. Results were expressed using RFI calculated with the following formula, where MFI is the 

mean fluorescence intensity: (MFI of chemical-treated cells labeled with antigen-specific 

antibody—MFI of chemical-treated isotype control cells)/(MFI of vehicle control cells labeled with 

antigen-specific antibody— MFI of vehicle isotype control cells). Each value of RFI is the mean ± 

SEM of 4 independent experiments. 

Statistical analysis 

Data are expressed as means ± SEM. Differences between groups were evaluated with the Mann-

Whitney U test (Prism Software; GraphPad, La Jolla, California). p < .05 was regarded as significant. 
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Results 

NiSO4 induced an expression of CD54 and CD86 after repeated exposure on THP-1 monoculture 

model 

After 24h of exposure of NiSO4 0.5 mM on monoculture of THP-1, NiSO4 induced a significate 

expression of both activation markers CD54 and CD86. When cells are exposed twice for 48h, 

NiSO4 also induced a significant expression of CD54 and CD86, but twice less than a single 

exposure with 0.5 mM. After 72h of exposure, 3 times with 0.17 mM of NiSO4, we measured a 

significant expression of CD54 and CD86 that tend to increase after 48h and then decrease (Figure 

52).  

 

Figure 52. Effect of repeated-exposure of NiSO4 on THP-1 monoculture model.  
Each value is the mean ± SEM of 4 independent experiments. Asterisks indicate a significant (p < .05) 

difference between chemical treated cells and vehicle treated cells. Dollars indicate a significant (p < .05) 
difference between both conditions. 

CD54 and CD86 are less expressed after repeated-exposure of NiSO4 in co-culture conditions 

HaCaT were stimulated for 24, 48 or 72h with 0.5, 0.25 or 0.17 mM of NiSO4 every 24h. 24h before 

the end, THP-1 cells were added to the culture medium on top of HaCaT cells. Only the 24h 

stimulation induced an increase of CD54 and CD86 on THP-1 cells. It looks like THP-1 cells are less 

activated in co-culture conditions, even if the experience was not sufficiently repeated to conclude 

(Figure 53). Based on the hypothesis that HaCaT could induce an inhibition of THP-1 activation, we 
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wandered if it was due to a direct contact between the two cell types or to the secretion of 

cytokines by HaCaT in the culture medium. 

 
Figure 53. Effect of repeated-exposure of NiSO4 on THP-1 in co-culture model.  

Only one experiment was realized. 

CD54 and CD86 on THP-1 are only expressed with HaCaT supernatant  

HaCaT were stimulated for 24, 48 or 72h with 0.5, 0.25 or 0.17 mM of NiSO4 every 24h. 24h before 

the end, THP-1 cells were suspended in HaCaT medium (Figure 54A) or suspended in fresh 

medium and put on HaCaT cells (Figure 54B). Results showed that only THP-1 suspended in HaCaT 

medium, still containing NiSO4, induced a significant expression of CD54 and CD86. The expression 

of CD54 and CD86 was below the one induce in THP-1 monoculture, meaning HaCaT could have an 

inhibitory effect on THP-1, by secretion of anti-inflammatory cytokines in the culture medium. 
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(A)        (B) 

 

Figure 54. Effect of HaCaT repeated exposure of NiSO4 on THP-1 suspended in HaCaT supernatant (A) or 
suspend in fresh medium but put on HaCaT (B).  

Each value is the mean ± SEM of 4 independent experiments. Asterisks indicate a significant (p < .05) 
difference between chemical treated cells and vehicle treated cells. Dollars indicate a significant (p < .05) 

difference between both conditions.  
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Conclusion 

Those preliminary results of repeated exposure of NiSO4 showed that THP-1 cells are less activated 

in co-culture conditions in comparison with mono-culture. Based on the hypothesis that HaCaT 

could induce an inhibition of THP-1 activation, we wandered if it was due to a direct contact 

between the two cell types or to the secretion of cytokines by HaCaT in the culture medium. 

Results showed that only THP-1 suspended in HaCaT medium, still containing NiSO4, induced a 

significant expression of CD54 and CD86. The expression of CD54 and CD86 was below the one 

induce in THP-1 monoculture, meaning HaCaT could have an inhibitory effect on THP-1, by 

secretion of anti-inflammatory cytokines in the culture medium. 
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La DAC aux fragrances peut se développer suite à un contact avec une quantité suffisante de 

ces substances, notamment après une utilisation régulière de produits cosmétiques. Chaque ré-

exposition entraine l’apparition des symptômes sur la zone exposée. La pathologie peut être 

sévère et avoir une incidence sur la qualité de vie, particulièrement dans le milieu professionnel.  

D’après la commission européenne, 1 à 3 % de la population européenne est estimée comme 

étant allergique aux fragrances et 16 % des patients atteints de DAC y sont immunisés. Ces 

individus doivent éviter le contact avec les produits contenant ces molécules allergisantes. C’est la 

raison pour laquelle en 1999, le SSCPNFP a identifié 26 fragrances qui doivent être indiquées aux 

consommateurs quand elles sont présentes dans les produits cosmétiques.  

Le linalol et le limonène ont révélé qu’ils n’étaient pas ou peu allergisants d’après le test du LLNA 

réalisé sur la souris. Cependant, au contact de l’air, ils s’autoxydent pour former des 

hydroperoxydes allyliques, considérés comme de fortes molécules allergisantes. Des données 

cliniques montrent que les formes oxydées de linalol et de limonène sont des allergènes à haut 

risque d’immunisation pour les consommateurs d’après des résultats de patch test (Bråred 

Christensson et al., 2013, 2012).  

Les propriétés oxydantes des hydroperoxydes allyliques sont l’une des raisons évoquées pour 

expliquer leur potentiel allergisant. Cette propriété est due aux énergies de dissociation 

relativement faibles des liaisons O-O et O-H. Des radicaux alcoxyles RO• ou peroxyles ROO• sont 

formés, au pouvoir oxydant important.  

A la surface cellulaire, le contrôle de l’oxydoréduction est important pour le maintien de l’état 

basal. Les protéines membranaires contiennent des résidus cystéine, qui leur permettent de 

former des ponts disulfures jouant un rôle dans leur repliement et leur stabilisation (Figure 55). 

Les ponts disulfures protègent les protéines des oxydants présents dans le milieu extracellulaire 

(Torres and Gait, 2012). L’oxydation des thiols des protéines de la membrane plasmique a été 

décrite comme étant reliée à l’activation des voies de signalisation telles que les MAPKs dans les 

THP-1, mais également à l’expression du CD83 et CD86 dans les MoDCs (Kagatani et al., 2010; 

Hirota et al., 2010).  
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Figure 55. Les protéines membranaires exposent les groupements thiols au milieu extracellulaire. 
Les protéines peuvent être transmembranaires (a), liées au glycosylphosphatidylinositol (b) ou liées à la 
membrane de façon non covalente (xxxxx) (c). Les thiols présents sur ces protéines peuvent être sous 

forme réduite (-SH) ou oxydée (S-S).  
D’après Torres and Gait (2012). 

L’oxydation des thiols de surface après exposition des cellules THP-1 aux hydroperoxydes 

allyliques et aux terpènes a été mesurée. Les protéines membranaires sont recyclées au cours du 

temps car les thiols oxydés ne sont plus mesurés après 1 heure en réponse aux terpènes et 2h aux 

hydroperoxydes allyliques. Les résultats ont permis de démontrer que les terpènes et 

hydroperoxydes allyliques étaient internalisés par les cellules THP-1, car plusieurs études ont 

démontré que l’oxydation des thiols de surface cellulaire permettait d’améliorer le processus 

d’endocytose des cellules (Sampathkumar et al., 2006; Torres and Gait, 2012; Matthias and Hogg, 

2003).  

L’oxydation des thiols de surface a été corrélée à une diminution du GSH intracellulaire, témoin 

d’un stress oxydant pour la cellule (Filomeni et al., 2003). Le GSH réagit avec les espèces réactives 

de l’oxygène et du carbone, qui peuvent être induites par les hydroperoxydes allyliques 

internalisés. Nous avons mesuré la présence d’EROs à l’aide de la sonde DCFH-DA. L’utilisation de 

cette sonde est critiquée car elle est associée à des artéfacts dus à une amplification de l’intensité 

de fluorescence à cause d’un mécanisme redox qui implique un intermédiaire radicalaire : DCF•-. 

Elle peut tout de même être utilisée pour mesurer des mécanismes cellulaires impliquant une 

oxydoréduction (Kalyanaraman et al., 2012). Les résultats de mesure des EROs ont montré que 

seul l’hydroperoxyde de linalool induit une augmentation significative.  
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Les intermédiaires radicalaires des hydroperoxydes allyliques de linalool et de limonène sont 

capables d’évoluer vers la formation de radicaux carbonés (Kao et al., 2014). Le GSH a été décrit 

comme réagissant avec les radicaux centrés sur l’oxygène et sur le carbone (cf réaction 24 et 25, 

page 79). Dans notre étude, la mesure du rapport intracellulaire GSH/GSSG après exposition aux 

terpènes et hydroperoxydes allyliques a montré une corrélation avec la mesure de l’oxydation des 

thiols de surface. Les hydroperoxydes allyliques de limonène et de linalol induisent une diminution 

significative du GSH, également observée après exposition au limonène. Le limonène en lui-même 

n’est pas une molécule oxydante, mais pourrait agir en tant que pro-haptène et subir une 

métabolisation par les cellules de la lignée THP-1. Cette métabolisation peut s’effectuer par des 

enzymes de phase I, les rendant réactifs. Les péroxydases ont pour principale fonction de réduire 

l’eau oxygénée en eau mais cette transformation conduit simultanément à l’oxydation d’une autre 

molécule. Les péroxydases des THP-1 pourraient induire une oxydation du limonène, pour former 

des hydroperoxydes allyliques qui à leur tour induiraient un stress oxydant pour la cellule. Une 

oxydation biotique du linalol a été observée dans une étude enzymatique par le cytochrome P450 

(Meesters et al., 2007). Plusieurs produits d’oxydation enzymatique ont été identifiés, tels que le 

8-hydroxylinalol et le 6 et 7-epoxy-linalol.  

Le GSH étant un protecteur cellulaire endogène principal pour la cellule, sa diminution peut être 

suivie d’une synthèse. La voie Nrf2/keap1 est décrite comme étant une voie de détoxication 

activée en cas de stress oxydant en réponse à des molécules allergisantes (Ade et al., 2009; Migdal 

et al., 2013). La glutamylcystéine synthétase va synthétiser du γ-glutamylcystéine qui va se 

transformer en GSH par la catalyse de la GSH synthase. La sous-unité catalytique de la 

glutamylcystéine synthétase, la glutamate-cystéine ligase catalytique, a été décrite comme étant 

activée par Nrf2 (Yang et al., 2005). De plus, Nrf2 active l’expression de gènes codant pour des 

enzymes cytoprotectrices et de détoxication de phase II, telles que ho-1 et nqo-1 en condition de 

stress oxydant. Dans notre étude, les deux hydroperoxydes allyliques ont induit une accumulation 

de Nrf2 tandis que seul l’hydroperoxyde de linalol a induit la transcription de trois de ses gènes 

cibles : il-8, nqo-1 et ho-1.  

Les résultats avec d’autres terpènes tels que le cyclohexène, le cumène et leurs hydroperoxydes 

allyliques respectifs sont assez similaires : la voie Nrf2 est activée en réponse au cyclohexène et à 
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son hydroperoxyde allylique. Les gènes cibles de Nrf2 : ho-1, il-8 et nqo-1 ont également été 

induits. L’hypothèse d’une métabolisation par les cellules THP-1 peut être évoquée, car le 

cyclohexène pourrait se comporter comme un pro-haptène. Une fois métabolisé, il participerait à 

la formation d’EROs et à l’activation de la voie Nrf2. 

Lors de l’activation des cellules par les molécules allergisantes, il a été montré qu’il existait une 

corrélation entre Nrf2 et la maturation des cellules de la lignée THP-1 (Migdal et al., 2013). Dans 

notre étude, l’activation des cellules THP-1 a été mesurée par l’expression du CD54 et du CD86. 

Les hydroperoxydes ont induit l’expression des deux marqueurs, mais de façon moindre par 

rapport aux contrôles positifs CinA et tertio-butyl hydroperoxyde (t-BHP). Pourtant, les résultats 

du test validé h-CLAT (442E) classent le limonène et le linalol comme étant des molécules 

allergisantes, mais avec des concentrations bien plus élevées que celles que nous avons utilisées 

(5,5 mM pour le limonène et 2 mM pour le linalol) (Urbisch et al., 2015). Nous avons choisi des 

concentrations induisant 80 % de viabilité après 24h d’exposition. D’après la ligne directrice du 

test h-CLAT, les molécules sont considérées comme allergisantes si elles induisent une RFI du CD86 

≥ à 150 % et/ou du CD54 ≥ à 200 %. La viabilité cellulaire induite par les molécules testées doit 

être supérieure à 50%. Nous avons fait le choix d’utiliser la concentration induisant autant de 

viabilité que nos contrôles positifs après 24h de stimulation. 

En conclusion, les mécanismes d’activation des cellules de la lignée THP-1 en réponse aux 

hydroperoxydes allyliques de linalol et de limonène sont différents. En induisant des EROs et en 

diminuant davantage le rapport GSH/GSSG, l’hydroperoxyde de linalol entraîne une activation de 

Nrf2. Cette différence peut s’expliquer par le nombre de radicaux centrés sur le carbone que vont 

former les hydroperoxydes de linalol et de limonène sur la peau. En effet, une technique de 

piégeage radicalaire couplée à la résonance paramagnétique électronique (RPE) décrite par Kao et 

al. (2014) a montré que les hydroperoxydes vont former des espèces réactives par des 

mécanismes différents (Figure 56). Ces mécanismes peuvent être l’abstraction de l’hydrogène, la 

β-scission ou la cyclisation intramoléculaire. Les espèces réactives vont interagir avec les protéines 

de l’épiderme ou du derme pour former des complexes immunogènes. Dans le cas de 

l’hydroperoxyde de limonène, les possibilités de réarrangements radicalaires sont plus limitées, ce 

qui explique pourquoi il induit moins de stress oxydant que l’hydroperoxyde de linalol.  
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Figure 56. Les différents produits de réaction des hydroperoxydes allyliques et d’un dérivé de l’histidine 
(N-acetylhistidinemethyl).  

D’après Kao et al., 2010. 

Les résultats in vitro que nous avons obtenus sont assez éloignés des résultats in vivo, tels que 

ceux du LLNA, qui ont montré que les hydroperoxydes allyliques de limonène et de linalol étaient 

des allergisants puissants, avec des valeurs d’EC3 de 0,83 et 1,6 respectivement (Basketter et al., 

2000; Urbisch et al., 2015). Les études de patch test sur des volontaires ont également permis de 

classer ces produits comme des allergisants potentiels (Christensson et al., 2014; Bråred 

Christensson et al., 2012). Ces différences soulignent les limites des études in vitro sur des lignées 

cellulaires humaines.  

Néanmoins, les résultats des patchs tests indiquent que 16 % des patients atteints de DAC sont 

allergiques aux fragrances. Plusieurs études ont été réalisées sur des employés travaillant dans un 

lieu où ils sont particulièrement exposés à des produits chimiques, comme les coiffeurs. Les 

résultats ont montré que leur barrière cutanée était altérée (Williams et al., 2010), ce qui pourrait 

mener à une pénétration accrue des allergènes dans la peau. Une altération de la barrière cutanée 

pourrait rendre les personnes exposées à des fragrances plus vulnérables à leur effet.  
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Les utilisateurs des produits cosmétiques contenant des fragrances sont exposés à de faibles 

concentrations de molécules allergisantes, mais plusieurs fois par jour ou par semaine. 

L’exposition répétée d’une molécule n’est pas sans effet. C’est pourquoi, la deuxième partie de 

notre étude a adressé cette problématique. 

Les KCs sont les premières cellules à rencontrer les haptènes dans la peau. Ils sont également des 

acteurs du métabolisme, car ils contiennent des enzymes permettant la conversion des pro-

haptènes en haptènes actifs biologiquement. Ils vont également exprimer des facteurs 

chimiotactiques après exposition à une molécule allergisante (Albanesi, 2010).  

Le modèle de co-culture HaCaT/THP-1 a été bien décrit pour étudier le potentiel allergisant de 

molécules chimiques (Hennen and Blömeke, 2016; Hennen et al., 2011). Nous avons adapté ce 

modèle de co-culture en exposant de façon répétée les cellules de la lignée HaCaT avec une 

molécule allergisante, auxquelles des THP-1 ont été ajoutées pendant 24h. L’activation des THP-1 

a été mesurée par cytométrie avec les marqueurs CD54 et CD86 en condition de mono ou de co-

culture. Nous avons réalisé ces expériences avec le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (DNCB), le CinA et 

le sulfate de nickel (NiSO4). Nous avons choisi de tester le DNCB et le NiSO4 car ce sont deux 

molécules considérées comme des contrôles positifs dans le test h-CLAT.  

Les résultats préliminaires de cette co-culture sur le NiSO4 ont permis de montrer que les HaCaT 

semblaient avoir un effet inhibiteur sur les THP-1 et que ceci pouvait être dû à la sécrétion de 

cytokines anti-inflammatoires dans le milieu de culture. Quant au DNCB et au CinA, les résultats 

obtenus sont hétérogènes et n’ont pas permis de conclure pour ces 2 produits. 

Ce modèle de co-culture a montré une certaine variabilité des résultats. L’inconvénient de ce type 

de modèle est la prolifération en monocouches des cellules, ce qui entraîne des différences 

lorsqu’il est comparé à la peau. En culture 2D, les cellules prolifèrent en monocouche et de façon 

plus rapide. Les cellules sont également exposées de façon homogène aux molécules chimiques 

distribuées dans le milieu de culture, ce qui n’est pas le cas dans la peau (Spriggs et al., 2016; 

Edmondson et al., 2014). C’est la raison pour laquelle des modèles 3D ont vu le jour ces 20 

dernières années.  
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Dans un contexte d’exposition répétée à de faibles doses de molécules allergisantes, afin de 

mimer une exposition quasi quotidienne d’un produit cosmétique, nous avons adressé un modèle 

3D. Des cultures organotypiques de peau appelées rafts, ont été exposées toutes les 48h pendant 

18 jours à de faibles concentrations de CinA (0,1 et 0,25 mM). Au bout de 18 jours d’exposition, un 

épiderme stratifié caractérisé par plusieurs couches cellulaires différenciées est formé.  

Des fibroblastes humains primaires ont été répartis dans une matrice de collagène afin de servir 

de support aux KCs. Les KCs sont des cellules de la lignée cellulaire spontanément immortalisée, 

les NIKS, dont le schéma de différenciation s’apparente à celui des KCs primaires (Allen-Hoffmann 

et al., 2000). Les NIKS ont été choisies car les KCs primaires ont une capacité de prolifération 

limitée in vitro, ce qui rend leur exposition sur le long terme difficile (Weinmuellner et al., 2017). 

De plus, l’utilisation d’une lignée cellulaire permet de s’affranchir de la variabilité inter donneur et 

d’obtenir une meilleure reproductibilité des expériences.  

Ce modèle en 3D nous permet d’étudier l’impact d’une fragrance sur un épiderme en cours de 

prolifération et de différenciation. Les rafts ont été exposés de façon basale et non apicale, c’est-à-

dire que le CinA se trouvait dans le milieu de culture sous l’insert.  

Une exposition répétée de ces rafts à du CinA, à faible dose pendant 18 jours, n’a pas eu 

d’incidence sur la viabilité cellulaire. Nous avons mesuré une faible augmentation du pourcentage 

de cellules apoptotiques, présentes au niveau de la couche basale. Cette faible augmentation est 

accompagnée d’une légère augmentation de l’épaisseur de l’épiderme et de la prolifération 

cellulaire.  

Au cours de la cornification de l’épiderme, les filaments intermédiaires de kératines vont 

s’agréger, grâce à l’intervention de la filaggrine. Cette protéine est le témoin de la différenciation 

cellulaire qui joue un rôle important dans l’intégrité de la barrière cutanée (Levin et al., 2013; 

Sandilands et al., 2009). Une nette augmentation de son expression a été mesurée en réponse à 

de faibles concentrations de CinA, dans les couches supérieures de l’épiderme. Une exposition 

basale du CinA a conduit à une expression de la filaggrine par les KCs. Les KCs vont donc chercher à 

renforcer leur fonction barrière suite à l’exposition à un stress chimique, afin de conserver 

l’intégrité de l’épiderme. 
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La voie de signalisation Nrf2/Keap 1 a été investiguée, car une présence accrue de Nrf2 dans les 

KCs a été décrite (Schäfer et al., 2012). L’expression de HO-1 a été mesurée par 

immunohistochimie dans les couches supérieures de l’épiderme de nos rafts. Ceci est corrélé avec 

les observations faites sur les cellules NHEK ayant subi une différenciation suite à une prolifération 

prolongée (Piao et al., 2011). L’expression de Nrf2 est plus forte dans les cellules les plus 

différenciées. Cette observation corrèle également avec des travaux construits sur un modèle 

murin qui indiquent que le gradient de Nrf2 est plus élevé dans les couches suprabasales, afin de 

protéger les cellules du stress chimique et des UVs (Schäfer et al., 2012). HO-1 étant localisé au 

niveau des couches supérieures de l’épiderme, nous pouvons émettre l’hypothèse qu’il est 

exprimé par les KCs dans le but de maintenir l’intégrité cellulaire. Schäfer et al. (2010) ont évoqué 

une protection paracrine des cellules des couches suprabasales qui expriment davantage Nrf2, 

vers les cellules de la couche basale en réponse aux UVs. Les cellules des couches supérieures 

importent la cystéine intracellulaire, substrat limitant pour la synthèse de GSH, vers les cellules 

des couches inférieures pour qu’elles puissent procéder à la synthèse de GSH (cf Figure 40). Nous 

pouvons imaginer que le même processus survient lors d’une exposition à des produits chimiques 

tels que le CinA. 

Nous avons mesuré la sécrétion de l’IL-6 au cours du temps par les fibroblastes en réponse au 

CinA. L’IL-6 sécrétée par les fibroblastes a été décrite comme jouant un rôle dans la prolifération 

des KCs et la réorganisation de leur cytosquelette (Hernández-Quintero et al., 2006). Il a été 

récemment montré que Nrf2 a une activité pro-inflammatoire et qu’il stimule la prolifération des 

cellules épithéliales. L’un des mécanismes d’action sous-jacents pourrait être la cytokine IL-36γ, 

qui a été décrite comme étant une nouvelle cible directe de Nrf2 dans les kératinocytes, à la fois 

dans un modèle murin et dans la lignée cellulaire HaCaT (Kurinna et al., 2016). L’activation de Nrf2 

dans l’épiderme par une molécule oxydante peut induire l’expression de l’IL-36γ. L’IL-36γ stimule 

la prolifération des KCs de façon autocrine. Les KCs sécrètent de l’IL-36γ et de l’IL-36α qui vont 

activer les fibroblastes. Suite à cette activation, les fibroblastes vont sécréter de l’IL-6, ce qui est 

propice à la prolifération des KCs de façon paracrine (cf Figure 43, page 99).  

Dans le but de trouver de nouvelles cibles et de nouvelles voies de signalisation qui pourraient 

être activées en réponse au CinA dans ce modèle d’exposition répétée. Un microarray a été réalisé 
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sur les échantillons d’ARN totaux récupérés au terme des 18 jours de l’expérience. Les résultats 

ont montré qu’une exposition répétée au CinA induit l’expression de gènes codant pour des 

protéines dont les fonctions sont impliquées dans la cornification, dans le développement de 

l’épiderme, la kératinisation et le transport des ions calcium. Le calcium a été décrit comme étant 

un régulateur de la différenciation des KCs (Bikle et al., 2012). Ces résultats corrèlent avec 

l’expression accrue de la filaggrine dans les épidermes traités au CinA et avec le maintien de 

l’intégrité de la barrière cutanée.  

Par ailleurs, les gènes moins exprimés en comparaison au contrôle, sont ceux qui codent pour des 

protéines dont les fonctions sont associées à l’adhésion à la matrice ou à l’assemblage des 

jonctions cellulaires. Ces résultats pourraient également corréler avec notre hypothèse qui serait 

que l’expression de Nrf2 est plus faible dans les couches basales de l’épiderme. Les couches 

basales seraient donc plus vulnérables au stress oxydant provoqué par le CinA.  

Ceci corrèle également avec les résultats de l’exposition aiguë de CinA à 2 mM, 48 heures avant la 

fin de l’expérience.  L’excès de CinA a entraîné une forte diminution de l’épaisseur de l’épiderme, 

sans doute à cause d’un stress oxydant trop important. Il y a eu une rupture de l’équilibre redox 

de la cellule et la réponse de Nrf2 étant insuffisante, les cellules sont entrées en apoptose. 

L’intégrité membranaire en a été immédiatement affectée, au point que seules les cellules de la 

couche basale étaient encore observables au marquage hématoxyline/éosine par 

immunohistochimie.  

Ce modèle semble fournir des réponses à la question de l’exposition répétée de l’épiderme à une 

molécule électrophile. Néanmoins, certaines limites des modèles 3D ont été décrites : des études 

récentes ont montré que la couche cornée des modèles de culture in vitro différait de celle des 

cellules de peau natives en termes de composition lipidique et d’organisation spatiale. Il a été 

montré que les lipides de la couche des équivalents de peau humaine issus de KCs primaires 

avaient un empaquetage différent des explants de peau. L’empaquetage était à prédominance 

hexagonale alors que celui de la peau humaine est orthorhombique (Thakoersing et al., 2012).  

Le développement de méthodes in vitro sur des épidermes reconstruits issus de kératinocytes 

primaires permettent de déterminer le potentiel allergisant des allergènes de contact (Galbiati et 
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al., 2017). Cette méthode est basée sur la mesure de l’IL-18 sécrétée par les KCs dans le milieu de 

culture. Il a été montré que le CinA induisait la sécrétion d’IL-18 dans ce modèle (Gibbs et al., 

2013), or nous n’avons pas mesuré d’IL-18 dans notre milieu du culture, ce qui témoigne 

certainement d’une limite de la lignée cellulaire NIKS.  
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Notre travail a permis de montrer que l’activation des cellules de la lignée THP-1 en réponse 

aux hydroperoxydes allyliques de linalol et de limonène s’effectue par un mécanisme différent. 

L’hydroperoxyde de linalol induit suffisamment d’EROs pour induire une activation de Nrf2, ce qui 

n’est pas le cas de l’hydroperoxyde de limonène.   

Les deux terpènes linalol et limonène se comportent également de façon différente vis-à-vis des 

cellules de la lignée THP-1. L’exposition des cellules au limonène entraine une diminution du 

rapport GSH/GSSH ainsi qu’une activation des voies de signalisation des MAPKs et NF-кB. 

L’hypothèse que ce produit puisse être un pro-haptène a été suggérée. Il pourrait subir une 

transformation enzymatique par les cellules THP-1, pour devenir un haptène au pouvoir oxydant. 

Une partie des produits de cette métabolisation seront sans doute transformés par des enzymes 

de phase II afin d’être éliminés, ce qui explique que le limonène n’induit pas de maturation des 

cellules de la lignée THP-1. 

Le cyclohexène pourrait également être un pro-haptène, car il active Nrf2 au même titre que son 

hydroperoxyde allylique. L’expression des marqueurs d’activation des cellules de la lignée THP-1 

devrait également être mesurée en réponse à ces produits. Cette mesure nous permettrait de 

savoir si la métabolisation du cyclohexène par les enzymes de phase I serait suffisante pour induire 

une maturation cellulaire. 

Les KCs sont décrits comme jouant un rôle dans l’activation métabolique des pro-haptènes 

(Hennen et al., 2011). Une co-culture des cellules des lignées HaCaT et THP-1 pourrait permettre 

de répondre à l’hypothèse du caractère pro-haptène du limonène et du cyclohexène. En 

entraînant la transformation enzymatique de ces produits, les KCs participeraient à l’activation des 

THP-1 avec une expression des marqueurs CD54 et CD86 plus élevée.  

Afin d’identifier les produits d’oxydation du limonène par les enzymes des HaCaT, telles que les 

enzymes du cytochrome P450, nous proposons d’effectuer une étude in chemico comme celle 

décrite par Meesters et al., 2007, qui consisterait à mettre en contact le limonène avec des 

enzymes de phase I et des co-facteurs, ce qui permettrait d’ analyser les produits d’oxydation. 

Par ailleurs, la seconde partie de cette thèse concerne le développement d’un modèle in vitro dans 

le but d’étudier l’impact d’une exposition répétée d’une molécule allergisante sur la peau et du 
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mécanisme d’action de différenciation de l’épiderme en réponse à ce produit.  

HO-1 est une protéine régulée par Nrf2 qui est bien exprimée dans l’ensemble des rafts en 

réponse au CinA. Pour adresser le rôle de Nrf2 lors de la différenciation de l’épiderme, nous 

proposons d’invalider Nrf2 par transfection des KCs avec un vecteur lentiviral. Cela nous permettra 

de savoir si Nrf2 est nécessaire à cette différenciation et contribue à la défense du CinA ou 

d’autres molécules oxydantes. 

L’exposition répétée de ces rafts par le CinA n’affecte ni la viabilité cellulaire ni l’épaisseur de 

l’épiderme mais agit sur la filaggrine qui semble renforcer la fonction barrière. Cependant, une 

répartition asymétrique des cellules de la couche basale post traitement par le CinA laisse 

suggérer une altération de la division cellulaire. Nous proposons d’étudier les fuseaux mitotiques 

des cellules basales par immunohistochimie, ce qui nous permettrait de visualiser les 

centrosomes. 

Les changements phénotypiques observés sur les rafts témoignent d’un effet du CinA. Ceux-ci 

étant exposés de façon systémique, nous proposons de mesurer la perméation du CinA à travers la 

matrice de collagène à l’aide de cellules de Franz. 

Les kératines K5, K10 et K16 ont montré des profils d’expression similaires sur les rafts exposés de 

façon répétée au CinA. L’expression de HO-1 et NQO-1, deux enzymes régulés par Nrf2, ayant été 

mesurée dans les rafts en réponse au CinA permet de suggérer l’activation de Nrf2. Une étude 

récente portée sur des épidermes de patients atteints de psoriasis et sur des cellules de la lignée 

HaCaT a révélé que Nrf2 favorisait l’expression des kératines K6, K16 et K17 (Yang et al., 2017b). 

Nous proposons donc de mesurer l’expression des kératines 6 et 17 dans nos rafts.  

Une protection paracrine de Nrf2 dans l’épiderme en réponse à un stress oxydant a été décrite 

(Schäfer et al., 2010). L’expression de HO-1 ayant été observée dans les couches supérieures de 

l’épiderme, soit dans les cellules les plus différenciées, nous souhaiterions mesurer l’activation de 

Nrf2 dans les KCs à différents stades de différenciation, à l’aide d’un gradient de calcium.  
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  Titre : Les allergies cutanées aux fragrances : mécanisme d'action et rôle du facteur de transcription     

Nrf2. Du modèle 2D au modèle 3D  

  Mots clés : allergie cutanée, fragrances, Nrf2, in vitro, kératinocytes, cellules dendritiques 

Résumé : La dermatite allergique de contact 

(DAC) est une réaction inflammatoire aiguë, 

médiée par les cellules dendritiques (DCs) 

survenant suite à l’exposition répétée de la peau 

avec une molécule allergisante. La prévalence 

estimée des cas de DAC aux substances 

parfumantes est de 1,7 % à 4,1% dans la 

population générale. Les molécules allergisantes 

sont des molécules appelées haptènes, qui vont 

se conjuguer avec des protéines de l’épiderme 

ou du derme. C’est le cas du cinnamaldéhyde 

(CinA), une molécule retrouvée dans la 

cannelle. Le linalol et le limonène sont des 

terpènes présents dans la lavande et l’orange, 

qui vont s’autoxyder au contact de l’air pour 

former des allergènes puissants, tels que les 

hydroperoxydes allyliques. Le premier objectif 

de cette thèse a été d’étudier le mécanisme 

d’action de ces terpènes et leurs 

hydroperoxydes allyliques respectifs sur la  

lignée cellulaire THP-1, qui sert de substitut aux 

cellules dendritiques. Le rôle du facteur de 

transcription Nrf2, majeur dans la lutte contre le 

stress oxydant, a également été investigué.  

Les consommateurs de produits cosmétiques 

sont exposés à de faibles concentrations de 

molécules allergisantes, mais plusieurs fois par 

jour ou par semaine. Nous avons souhaité 

étudier l’exposition répétée à de faibles doses 

d’haptène sur la peau. 

Les kératinocytes jouent également un rôle dans 

la DAC : ce sont les premières cellules qui vont 

rencontrer la molécule allergisante dans la peau. 

La deuxième partie de ce travail a été d’étudier 

l’impact d’une exposition répétée de CinA à de 

faible concentration sur ces KCs et plus 

particulièrement sur la différenciation de 

l’épiderme, en utilisant un modèle 

organotypique de peau en 3D.  

 

 

  Title : Cutaneous allergy to fragrances : mechanism of action and role of transcription factor Nrf2. 

From 2D to 3D models   

  Keywords : cutaneous allergy, fragrances, Nrf2, in vitro, keratinocytes, dendritic cells 

Abstract : Allergic contact dermatitis (ACD) 

represents a severe health problem. It is a 

dendritic cells (DCs) mediated skin disease 

caused by repeated exposure to an allergenic 

compound. ACD cases of fragrances in general 

population is estimated from 1.7 % to 4.1%. 

Contact sensitizers are compounds termed 

haptens and they will form a conjugate with 

epidermis and dermis proteins. Example is 

cinnamaldehyde (CinA), a molecule found in 

cinnamon. Linalool and limonene are terpenes 

found in lavender and oranges. In contact with 

the air, they will autoxidize to form highly 

allergenic compounds: allylic hydroperoxides. 

The first aim of this thesis was to study the 

mechanism of action of those terpenes and their 

respective allylic hydroperoxides on THP-1 

cell-line, described as a surrogate of DCs. 

The transcription factor Nrf2 is playing a major 

role in oxidative stress and was also 

investigated.  

Consumers of cosmetic products are exposed to 

low quantities of allergenic compounds, but 

several times a day or a week. We wanted to 

study repeated exposure of low concentration 

of haptens on the skin. 
KCs also play a key role in ACD: they are the 

first cells that will encounter the allergenic 

compound in the skin. The second aim of this 

thesis was to study the impact of repeated 

exposure of low concentrations of CinA on 

those KCs and more particularly on the 

epidermis differenciation, using a 3D 

organotypic culture of skin.  
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