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I. AVANT-PROPOS 

 
Les neutrophiles sont les cellules les plus abondantes de la circulation sanguine. Ils sont dotés d’un 

puissant pouvoir antimicrobien leur permettant de former une première ligne de défense contre les 

pathogènes. Les nombreux travaux de ces dernières années ont mis en évidence le rôle central du 

neutrophile dans le système immunitaire. Des fonctions et des mécanismes originaux ont été décrits 

tels que la nétose, la migration inverse, la production d’une grande variété de cytokines ainsi que 

l’identification de différentes sous-populations. Leur implication dans la réponse immunitaire ne se 

limite pas à la réponse anti-infectieuse, mais concerne aussi les inflammations stériles. L’un des 

exemples est leur participation indispensable à l’initiation et l’orchestration de la réponse 

inflammatoire cutanée dans la dermatite allergique de contact (DAC), pathologie que nous avons 

choisi de développer durant ce travail de thèse.  

En parallèle des études explorant l’implication du neutrophile en physiopathologie, d’autres études  

se sont focalisées sur la recherche des mécanismes régulateurs permettant de réduire ou d’orienter 

l’activation des neutrophiles. Un des buts est d’intégrer ces connaissances dans des stratégies 

thérapeutiques permettant d’améliorer la résolution des inflammations chroniques sans induire une 

immunosuppression systémique.  

Le facteur de transcription Nrf2 (abréviation de nuclear factor erythroid-2-related factor 2) fait 

partie d’une voie régulatrice connue pour ses propriétés anti-oxydantes. Ces dernières sont liées à 

l’activation transcriptionnelle de gènes cytoprotecteurs codant pour des enzymes qui régulent 

l’homéostasie redox et éliminent les oxydants. Un rôle anti-inflammatoire de Nrf2 a également été 

décrit dans certaines cellules de l’immunité innée comme les macrophages et les cellules 

dendritiques. Notre équipe a précédemment mis en évidence un rôle protecteur anti-inflammatoire 

de Nrf2 dans les cellules dendritiques en réponse aux molécules chimiques allergisantes in vitro et 

dans un modèle d’allergie cutanée. 
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L’objectif de ce travail de thèse est d’approfondir les connaissances sur l’implication de Nrf2 

dans la biologie du neutrophile. En premier lieu nous étudierons le rôle de Nrf2 dans la régulation 

des fonctions du neutrophile. Puis nous analyserons en second lieu la capacité de Nrf2 à moduler le 

recrutement, l’activation et l’accumulation des neutrophiles dans un modèle d’allergie cutanée. 

Ce manuscrit de thèse comporte une étude bibliographique, deux études expérimentales et une 

discussion des résultats. 

La première partie de l’étude bibliographique décrit l’origine, le développement et les fonctions du 

neutrophile. La seconde partie décrit la DAC et détaille l’historique de l’émergence du rôle du 

neutrophile dans l’allergie cutanée. Enfin, la troisième partie présente le facteur de transcription 

Nrf2 et son rôle dans la régulation de la réponse immunitaire innée aux molécules chimiques 

allergisantes ; cette partie-là est rédigée sous la forme d’une Revue Générale destinée à être publiée. 

L’étude expérimentale comporte 2 articles scientifiques: dans le premier, nous étudions in vitro 

l’implication de Nrf2 dans la régulation des fonctions des neutrophiles murins incluant l’explosion 

oxydative, la nétose, la production de cytokines, la phagocytose et la migration. Dans le deuxième 

article, nous étudions la capacité de Nrf2 à contrôler le recrutement et l’activation des neutrophiles 

dans un modèle murin d’allergie cutanée. Les deux articles se basent sur des approches et 

techniques variées permettant de mieux comprendre l’implication de Nrf2 dans la régulation des 

fonctions du neutrophile. 

Bien que ces travaux s’intègrent dans un cadre de recherche fondamentale, ils permettent de 

formuler des hypothèses sur de nouveaux axes thérapeutiques pour la résolution des inflammations 

chroniques dépendantes du neutrophile.  
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II. ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. La vie du neutrophile : développement et fonctions  

1.1. Développement du neutrophile dans la moelle osseuse 

1.1.1. Origine du polynucléaire neutrophile 

La production des polynucléaires neutrophiles dans la moelle osseuse constitue environ 60% du 

total de l’activité hématopoïétique (1). Selon le modèle classique hiérarchique, les cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) peuvent se différencier en progéniteurs lymphoïdes communs (PLC) ou en 

progéniteurs myéloïdes communs (PMC). A leur tour, ces derniers se différencient en progéniteurs 

monocytes granulocytes (PMG) ou en progéniteurs mégacaryocytes érythroïdes (PME), alors que 

les PLC donnent naissance aux lymphocytes B (LB), aux lymphocytes T (LT) et aux NK 

(abréviation de natural killer). Les PMG se différencient en monoblastes donnant naissance aux 

monocytes ou en myéloblastes donnant naissance aux granulocytes matures (basophiles, 

éosinophiles, mastocytes et neutrophiles) suite à la granulopoïèse. Les PME sont à la base de la 

formation des plaquettes sanguines et des globules rouges. Des voies alternatives ont été décrites 

permettant une différenciation directe des CSH en PMC, PME, mégacaryocytes ou en LMPP 

(abréviation de lymphoid primed multipotent progenitor) (Figure 1). 
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La prolifération et la différentiation des CSH sont essentiellement orchestrées par le 

microenvironnement cellulaire nommé niche hématopoïétique et par certains facteurs de 

transcription tels que le C/EBPs ( abréviation de CCAAT/enhancer binding proteins) et GATA-1 

(abréviation de GATA Binding Protein 1) (2–4). En effet, la différenciation des PMG en 

neutrophiles nécessite l’acétylation du C/EBPs ainsi qu’une diminution de l’expression  du facteur 

GATA-1 (5,6). Les CSH qui donnent naissance aux neutrophiles se trouvent dans des niches 

spécialisées situées dans les régions trabéculaires des os longs ou dans les espaces compris entre le 

tissu osseux et la moelle osseuse. Cette localisation leur assure une proximité avec les ostéoblastes 

secrétant la chimiokine CXCL12 nécessaire pour la régulation de la mobilisation des neutrophiles 

hors de la moelle osseuse (7,8). 

Figure 1 : La voie classique et les voies alternatives de l'hématopoïèse. D’après Nandakumar et al. 
2016. 
LT-HSC, long-term HSC; ST-HSC, short-term HSC; RBC, red blood cell; LMMP, lymphoid primed 
multipotent progenitor.  
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1.1.2. La granulopoïèse 

Le développement des neutrophiles dans la moelle osseuse, du stade myéloblaste jusqu’à 

l’obtention d’un neutrophile mature correspond à la granulopoïèse. Ce développement dure environ 

14 jours pendant lesquels les granulations sont formées dans le cytoplasme alors que le noyau 

acquiert sa forme segmentée. Ainsi la moelle osseuse peut renfermer trois pools cellulaires : (a) un 

pool de cellules souches contenant les CSH et des progéniteurs pluripotents (PMG), (b) un pool 

mitotique formé à partir des myéloblastes, promyélocytes et myélocytes, (c) et un troisième pool 

post-mitotique renfermant les métamyélocytes, les neutrophiles non-segmentés (band neutrophils) 

et les neutrophiles matures (9,10). Ces derniers possèdent un noyau segmenté et au moins trois 

types de granulations contenant plus de 700 protéines (11,12). La formation des différents types de 

granulations accompagne la transformation du noyau de sa forme arrondie à sa forme segmentée 

(Figure 2). Les granulations azurophiles ou primaires apparaissent dans le myéloblaste et le 

promyélocyte dont le noyau est large et arrondi. Puis, l’arrêt de la mitose est marqué par la 

formation des granulations spécifiques ou secondaires jusqu’au stade métamyélocyte. Les 

granulations tertiaires riches en gélatinase sont formées pendant la transformation du 

métamyélocyte en « band » neutrophiles, alors que les granulations riches en ficoline-1 et les 

vésicules sécrétoires apparaissent pendant la segmentation du noyau caractéristique du neutrophile 

mature (4,10,13). 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Les principales étapes de la granulopoïèse et le contenu des granulations formées à 
chaque stade. Adapté de Lawrence et al. 2018. 
BPI, Bactericidal/permeability-increasing protein.  
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1.1.3. La granulopoïèse d’urgence 

Étant donné leur recrutement massif et rapide en cas de besoin, un équilibre statique s’avère 

indispensable entre le stockage, la granulopoïèse et le recrutement des neutrophiles. Ceci impose 

certaines adaptations en fonction de l’état immunitaire de l’individu, permettant de mettre en place 

une granulopoïèse pendant la phase de repos et une autre forme de granulopoïèse d’urgence. Dans les 

conditions normales, la clairance des neutrophiles apoptotiques par les macrophages s’intègre dans un 

contexte non-inflammatoire ralentissant la granulopoïèse, principalement via l’activation de la 

C/EBP-α suivie par la diminution du niveau du G-CSF (abréviation de granulocytes-colony 

stimulating factor). En revanche, une agression microbienne peut déclencher la granulopoïèse 

d’urgence médiée par une induction du C/EBP-β favorisant la production des médiateurs pro-

inflammatoires tels que l’interleukine-1β (IL-1β), le facteur de nécrose tumoral alpha (TNFα) et le G-

CSF (Figure 3). De ce fait, une mobilisation importante de neutrophiles matures et immatures se met 

en place, aboutissant à une forte neutrophilie circulante afin de couvrir le besoin en neutrophiles 

tissulaires dans les infections sévères (14–16). La granulopoïèse d’urgence peut être également induite 

par une activation directe des TLR (abréviation de Toll-like receptors) présents sur les progéniteurs 

(17). De même, des chimiokines comme le CXCL1, le CXCL2 ou bien le TNFα sont capables 

d’activer la production des formes réactives de l’oxygène (FRO) par les cellules myéloïdes de la 

moelle osseuse. Ces FRO activent des cascades de signalisation permettant une importante production 

de G-CSF qui déclenche la granulopoïèse d’urgence pendant une infection aiguë (18).  

Figure 3 : Rôle du facteur de transcription C/EBP (α et β) dans la régulation et l’orientation 
de la granulopoïèse. D’après Hirai et al. 2015. 
C/EBPα est actif à l’état basal. L’activation de C/EBPβ permet d’augmenter la production des neutrophiles 
pendant la granulopoïèse d’urgence. Les deux facteurs C/EBP induisent la différenciation des neutrophiles 
mais jouent un rôle diffèrent dans la régulation du cycle cellulaire: C/EBPα inhibe la prolifération des 
granulocytes alors que C/EBPβ peut l’activer.  
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1.2. Migration du neutrophile 

La moelle osseuse renferme une réserve de neutrophiles matures qui compte environ 120 millions 

de cellules chez la souris. Les neutrophiles logent dans la moelle hématopoïétique et doivent migrer 

à travers l’endothélium sinusoïdal adjacent pour rejoindre la circulation sanguine. Cette barrière 

endothéliale peut jouer un rôle régulateur dans la migration des neutrophiles en surveillant leur 

mobilisation sélective (19). En revanche, l’homéostasie des neutrophiles dans la circulation dépend 

principalement de leur taux de prolifération dans la moelle, leur mobilisation de la moelle à la 

circulation  sanguine et leur taux de clairance. A ces trois évènements s’ajoute la transmigration 

dans les tissus en réponse à des signaux de dangers principalement liés à une infection (20,21).  

 

1.2.1. Mobilisation du neutrophile: de la moelle osseuse à la circulation sanguine 

L’axe du récepteur CXCR4 et son ligand CXCL12,  puis du récepteur CXCR2 et ses ligands 

CXCL1 et CXCL2 figurent parmi les principaux acteurs contrôlant l’homéostasie des neutrophiles 

dans le sang. Les ligands de ces 2 récepteurs sont exprimés d’une façon constitutive dans la moelle 

osseuse, majoritairement par les ostéoblastes pour le CXCL12 et par les cellules endothéliales pour 

les ligands du CXCR2. Ces 2 axes ont une action antagoniste sur la mobilisation des neutrophiles : 

l’axe du CXCR4 et son ligand assure une rétention des neutrophiles dans la moelle osseuse alors 

que l’axe du CXCR2 et ses ligands permet leur mobilisation (Figure 4). Au cours de leur 

maturation, les neutrophiles diminuent leur expression de CXCR4 en augmentant l’expression du 

CXCR2, ce qui représente une étape cruciale préparant leur sortie de la moelle osseuse (22–25). 

L’un des mécanismes permettant au CXCL12 de retenir les neutrophiles dans la moelle, est de 

favoriser la liaison entre l’intégrine α4 β1 ou le VLA-4 ( abréviation de very later antigen-4) des 

neutrophiles et les molécules VCAM-1 (abréviation de vascular cell adhesion molecule 1) des 

cellules endothéliales et stromales de la moelle osseuse (26). Le syndrome WHIM (abréviation de 

warts, hypogammaglobulinemia, infections, myelokathexis) est dû à une mutation de gain de 

fonction du CXCR4, responsable de l’accumulation des neutrophiles matures dans la moelle et donc 
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d’une neutropénie. Ce syndrome constitue une preuve du rôle incontestable de la signalisation 

CXCR4-CXCL12 dans la mobilisation des neutrophiles (27,28). Dans ce conflit entre les deux axes, 

l’axe CXCR4-CXCL12 semble dominer, étant donné que les neutrophiles doubles déficients en 

CXCR2 et CXCR4 présentent une migration constitutive.  En revanche, les ligands du CXCR2 sont 

capables de désensibiliser et internaliser le CXCR4 pour inhiber la rétention des neutrophiles 

(20,24).  

En condition inflammatoire, le G-CSF intervient en contrebalançant l’équilibre entre les deux axes 

de chimiokines.  En effet, le G-CSF peut induire d’une façon indirecte une mobilisation des 

neutrophiles en diminuant le nombre des ostéoblastes sécréteurs de CXCL12 et en favorisant la 

production des ligands du CXCR2 par les cellules endothéliales de la moelle osseuse (29,30). 

Cependant une étude récente a montré que le G-CSF régulait négativement la  migration des 

neutrophiles de manière CXCR2-dépendante après la phase initiale aigue de l’inflammation. Ainsi, 

la neutralisation du G-CSF in vivo augmente le recrutement des neutrophiles au cours des 

phénomènes inflammatoires (31). 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Régulation chimiokine-dépendante de la mobilisation des neutrophiles de la moelle 
osseuse vers le sang à l'état normal et au cours de l’inflammation.  
La chimiokine CXCL12 assure la rétention du neutrophile dans la moelle osseuse alors que les chimiokines 
CXCL1 et CXCL2 permettent sa mobilisation vers la circulation sanguine. Le G-CSF inhibe CXCL12 à 
l’état basal et inhibe les chimiokines CXCL1 et CXCL2 au cours de l’inflammation. 
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1.2.2. Transmigration du neutrophile: du vaisseau sanguin aux tissus périphériques 

Dans la circulation sanguine, les neutrophiles assurent un rôle de surveillance des potentiels signaux 

d’alarme les conduisant à infiltrer les tissus. Suite à une invasion par un agent infectieux ou une 

lésion traumatique par exemple, l’homéostasie tissulaire est altérée par un grand nombre  de 

stimulants incluant les motifs moléculaires associés à des pathogènes (PAMP) et les motifs 

moléculaires associés aux dégâts cellulaires (DAMP). Par conséquent, les cellules sentinelles telles 

que les macrophages, les mastocytes et les cellules stromales sont activées en réponse à ces signaux 

de danger et secrètent des chimiokines et des médiateurs pro-inflammatoires comme l’IL-1β et le 

TNFα attirant les neutrophiles (32). Ces derniers sont aussi capables de détecter les premiers 

signaux de danger via leurs récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR). L’un des premiers 

DAMP recrutant les neutrophiles est le gradient des FRO incluant le peroxyde d’hydrogène (H2O2). 

En effet, l’H2O2 peut être produit par les cellules épithéliales grâce à l’enzyme dual oxydase 

(DUOX1) ; ce phénomène a été mis en évidence dans le modèle de poisson-zèbre (33,34). Sachant 

que le pic de production d’H2O2 semble très rapide, le maintien du recrutement des neutrophiles 

dépend des médiateurs lipidiques comme les leucotriènes et des chimiokines, surtout celles de la 

famille CXCL8 incluant le CXCL1, CXCL2 et CXCL8 (35). 

Une fois activés, les neutrophiles doivent transmigrer à travers l’endothélium des veinules post-

capillaires pour entrer dans les tissus périphériques. Cette transmigration nécessite une cascade 

d’événements comportant les étapes suivantes : l’attachement initial à l’endothélium vasculaire 

(tethering), le roulement (rolling) le long de l’endothélium, l’activation des intégrines par les 

chimiokines, le ralentissement du roulement (slow rolling), l’adhérence stable (arrest) et la 

migration apicale puis la migration à travers l’endothélium (Figure 5). L’étape de roulement 

implique majoritairement les L-sélectines qui se fixent à leurs ligands exprimés à la surface des 

cellules endothéliales comme les E- et P- sélectines ainsi que la P-sélectine glycoprotéine ligand-1 

(PSGL-1). Cela provoque une activation des intégrines telles que l’αLβ2-integtrine ou LFA-1 

(abréviation de lymphocyte function-associated antigen 1) et l’antigène du macrophage-1 
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CD11b/CD18 (Mac-1 ou αMβ2-integtrine) suivie d’une diminution voire une perte de l’expression 

des sélectines par coupure protéolytique. En outre, les chimiokines augmentent l’affinité entre les 

intégrines β2 et les ICAM-1 (abréviation de intercellular adhesion molecule-1) permettant 

l’adhérence ferme qui précède la transmigration. D’autres molécules d’adhésion comme la PECAM 

(abréviation de platelet endothelial cell adhesion molecule) et le CD99 sont exprimés à la fois sur 

les neutrophiles et les cellules endothéliales et jouent un rôle adjuvant dans la transmigration. Les 

neutrophiles migrent préférentiellement par voie paracellulaire entre les cellules endothéliales mais 

peuvent aussi migrer par voie transcellulaire en traversant la cellule endothéliale quand l’expression 

des ICAM- 1 est très forte ou quand les jonctions endothéliales sont très serrées comme dans la 

barrière hémato-encéphalique (20,32,36–40). Les protéases exprimées par les neutrophiles facilitent 

la transmigration, notamment par la dégradation de la matrice extracellulaire (ECM) (41,42). De 

même, il a été montré dans un modèle d’arthrite rhumatoïde que les premiers pools de neutrophiles 

recrutés produisent des cytokines comme l’IL-1β, le CXCL2 et le CCL3 afin d’amplifier la 

transmigration des neutrophiles sanguins (43). 

Figure 5 : Étapes de la transmigration leucocytaire à travers l'endothélium vasculaire et les 
molécules clés impliquées. Adapté de Hyun et al.  2017. 
JAM, junctional adhesion molecule; PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand-1; GlyCAM, Glycosylation-
dependent cell adhesion molecule-; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; VCAM-1, vascular cell-
adhesion molecule-1, PECAM-1, platelet/endothelial-cell adhesion molecule-1; rTEM, reverse 
transendothelial migration.  
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1.3. Les fonctions majeures du neutrophile 

1.3.1. Activation initiale et reconnaissance des pathogènes 

Bien que les neutrophiles circulants soient quiescents, leur activation commence avant la 

transmigration à travers l’endothélium vasculaire. Une fois dans le tissu, les neutrophiles 

complètent leur activation et acquièrent les fonctions nécessaires pour défendre l’organisme contre 

les pathogènes; notamment la dégranulation, la phagocytose et l’explosion oxydative (44). L’étape 

initiale de l’activation des neutrophiles, appelée aussi amorçage ou priming, nécessite la 

reconnaissance des pathogènes ou  des PAMP par à une large variété de récepteurs membranaires et 

intracellulaires incluant les PRR, les récepteurs pour les opsonines et les récepteurs couplés aux 

protéines G (GPCR) (36). Parmi les PRR, les récepteurs lectines de type-C tel que la Dectine-1, les 

différents TLR surtout TLR-2 et -4 ainsi que les NOD-1 et -2 (abréviation de nucleotide-binding 

oligomerization domain) sont décrits pour leur rôle dans le priming des neutrophiles après la 

reconnaissance des PAMP (39,45–47). De même, les récepteurs pour les opsonines tels que les 

récepteurs du complément CR3 et CR4, ainsi que les récepteurs de la partie Fc des 

immunoglobulines G (IgG) nommés FcγR, sont indispensables pour initier la phagocytose (48,49) 

(Tableau 1). 
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Tableau 1 : Liste des plus importants récepteurs du neutrophile (50). 

Les récepteurs couplés 
aux protéines G  

Les récepteurs Fc Les récepteurs des 
molécules d’adhérence 

Les récepteurs aux 
cytokines 

Les récepteurs de 
l’immunité innée 

Récepteurs au formyl-
peptides 
• FPR1 (FPR) 
• FPR2 (FPRL1) 
• FPR3 (FPRL2) 

Les récepteurs aux 
chimio-attractants 
• BLT1 (LTB4-rec.) 
• BLT2 (LTB4-rec.) 
• PAFR 
• C5aR 

Les récepteurs aux 
chimiokines  
• CXCR1 (humain) 
• CXCR2 
• CCR1 
• CCR2 

Récepteurs Fcγ 
• FcγRI 
• FcγRIIA (humain) 
• FcγRIIB (inhibiteur) 
• FcγRIII (murin) 
• FcγRIIIB (humain) 
• FcγRIV (murin) 

Récepteurs Fcα 
• FcαRI (humain) 

Récepteurs Fcε 
• FcεRI 
• FcεRII 

Sélectines et ligands 
sélectines  
• L-selectin 
• PSGL-1 

Intégrines 
• LFA-1 (αLβ2) 
• Mac-1 (αMβ2) 
• VLA-4 (α4β1) 

Récepteurs des 
cytokines de type I  
• IL-4R 
• IL-6R 
• IL-12R 
• IL-15R 
• G-CSFR 
• GM-CSFR 

Récepteurs des 
cytokines de type II 
• IFNAR (IFNα/β-rec.) 
• IFNGR 
• IL-10R 

Famille IL-1R  
• IL-1RI 
• IL1RII (decoy) 
• IL-18R 

Famille TNFR  
• TNFR1 (p55) 
• TNFR2 (p75) 
• Fas 
• LTβR 
• RANK 
• TRAIL-R2 
• TRAIL-R3 

Toll-like receptors 
• TLR1 
• TLR2 
• TLR4 
• TLR5 
• TLR6 
• TLR7 (?) 
• TLR8 
• TLR9 

Lectines de type C 
• Dectin-1 
• Mincle 
• MDL-1 
• Mcl 
• CLEC-2 

NOD-like receptors 
• NOD2 
• NLRP3 

RIG-like receptors 
• RIG-I 
• MDA5 

 

1.3.2. La production des cytokines 

Les cytokines constituent une grande famille de protéines qui créent des réseaux de communication 

et induisent des réseaux de signalisation régulant le développement et les fonctions des cellules 

immunitaires. Le neutrophile mature a été longtemps considéré comme une cellule hautement 

différenciée incapable de produire des protéines. Depuis une quinzaine d’années, il est indiscutable 

que cette cellule est une source importante et variée de cytokines, suggérant un rôle dans la 

coordination et la régulation de la réponse immunitaire (51,52).  

Les chimiokines représentent une grande partie des cytokines libérées par le neutrophile, soit par 
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dégranulation d’un stock pré-formé, soit par synthèse. Suite à son activation, le neutrophile peut 

secréter une variété de chimiokines telles que le CXCL8, CXCL1, CXCL9, CXCL10, CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL17 et CCL20 (52,53). Les différentes chimiokines produites par le neutrophile 

contribuent au recrutement des cellules immunitaires incluant les monocytes, les cellules 

dendritiques (DC), les NK et les LT (54). A titre d’exemple, le surnageant des neutrophiles activés 

par l’interféron-γ (IFN-γ) et le lipopolysaccharide (LPS) induit le chimiotactisme des LT helper 17 

(Th17) d’une façon CCL2 et CCL20 dépendante (55). La sous-population des neutrophiles associés 

aux tumeurs (TAN) secrètent  des quantités importantes de CCL17 qui attirent les LT régulateurs 

(Treg) et altèrent ainsi l’immunité anti-tumorale (56). De même, les chimiokines secrétées par les 

neutrophiles peuvent participer à l’auto-entretien de leur propre recrutement comme par exemple 

dans certains modèles d’arthrite via la sécrétion du leucotriène B4 (LTB4), du CCL3, du CXCL2 et 

de l’IL-1β (43). 

Hormis les chimiokines, les neutrophiles activés peuvent secréter une grande variété de cytokines 

pro-inflammatoires, immuno-régulatrices ou anti-inflammatoires (Figure 6). Parmi les cytokines 

pro-inflammatoires secrétées chez l’homme et la souris les plus importantes sont l’IL-1α et β, l’IL-

6, le TNFα et l’IL-18 (52,57). La capacité inédite des neutrophiles à produire l’IL-17 a pris un 

intérêt particulier pendant ces dernières années. Dans un modèle d’ischémie rénale comme dans le 

psoriasis, les neutrophiles constituent une source majeure d’IL-17 (58,59). En outre, la production 

de TNFα par les neutrophiles semble jouer un rôle important dans l’immunité cutanée : i) elle 

permet d’orienter l’activation et la migration des cellules de Langerhans dans un contexte vaccinal 

antiviral (60); ii) elle favorise la progression tumorale dans un modèle de mélanome induit par les 

radiations ultraviolettes (61). Ceci rejoint une autre étude montrant que l’IL-8 des neutrophiles 

augmente l’affinité et la stabilité de leurs interactions avec les cellules tumorales pour initier les 

métastases (62). De même les neutrophiles participent à la régulation de la maturation, la survie et 

les fonctions des lymphocytes B via la sécrétion de l’IL-21, du facteur BAFF (abréviation de B-cell 

activating factor) et du ligand APRIL (abréviation de A proliferation-inducing ligand), tous deux 
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membres de la famille des ligands TNF (63–65). La capacité des neutrophiles à produire l’IL-6 a été 

longtemps controversée dans la littérature. Une étude moléculaire récente, montre que des ligands 

TLR8 induisent des modifications post-transcriptionnelles au niveau de la chromatine du gène 

codant pour l’IL-6, permettant l’activation de ce dernier. Ainsi, l’étude démontre la capacité de 

production de l’IL-6 par les neutrophiles humains et le rôle du TNFa endogène permettant son 

amplification (57,66). Une autre étude récente montre que la libération de l’élastase et de la 

cathépsine G pendant la nétose activent l’IL-1a et les cytokines de la famille de l’IL-36 (67).  

La production de ces cytokines par le neutrophile confirme son rôle central dans la 

physiopathologie de nombreuses maladies inflammatoires aiguës et chroniques. 

Figure 6 : Les principales cytokines secrétées par les neutrophiles humains. D’après Tamassia et 
al. 2018.  
  



 

           
 33 

1.3.3. La phagocytose 

1.3.3.1. Le neutrophile : une cellule phagocytaire puissante 

La phagocytose est découverte par Elie Metchnikoff à la fin du XIXème siècle, grâce à 

l’observation  de cellules entourant et ingérant une particule solide étrangère injectée dans le corps 

transparent d’une larve d’étoile de mer (68). En effet, la phagocytose est décrite actuellement 

comme une forme d’endocytose permettant aux cellules phagocytaires d’ingérer des particules 

solides ayant une taille supérieure à 0.5 µm (69). Elle se distingue de l’efferocytose et de la 

nécroptose qui correspondent à l’ingestion des cellules apoptotiques et nécrotiques respectivement 

(70). Les phagocytes professionnels incluent les éosinophiles, les monocytes, les macrophages, les 

DC, les ostéoclastes et les neutrophiles. Ces derniers sont des cellules phagocytaires de haut niveau, 

capable de phagocyter des particules ou des pathogènes opsonisés en quelques secondes (71). Ce 

mécanisme est médié par une cascade de signalisation et des réarrangements du cytosquelette avec 

l’engagement des récepteurs lectines de type-C et les récepteurs pour les opsonines. Ceci permet 

d’englober et d’enfermer les pathogènes opsonisés dans une vacuole appelée le « phagosome » 

(Figure 7). La maturation de ce dernier nécessite sa fusion avec les granulations primaires et 

secondaires qui déversent leur contenu bactéricide, principalement la myéloperoxydase (MPO) et 

l’élastase des granulations primaires azurophiles. Ceci permet l’assemblage des sous-unités de la 

NADPH oxydase pour former une chaine complexe de transport des électrons au niveau de la 

membrane phagosomale, capable de transférer des électrons aux molécules d’oxygène pour la 

production des FRO (11,36,69,72) (cf. ci-dessous). Ce mécanisme correspond à l’explosion 

oxydative. Bien que la NADPH oxydase confère une activité bactéricide importante, son absence 

n’affecte pas la capacité des neutrophiles à détruire les Streptococus pneumoniae, suggérant la 

présence et l’efficacité d’autres mécanismes bactéricides FRO-indépendants dans ce contexte (73).  



 

           
 34 

 

 

 

1.3.3.2. Les défauts de la phagocytose 

La phagocytose est un mécanisme très efficace dans l’élimination des pathogènes mais peut 

présenter des anomalies. Par exemple, les granulations peuvent fusionner avec le phagosome avant 

sa fermeture complète conduisant à un relargage du contenu cytolytique et oxydant à l’extérieur du 

neutrophile (36,74). De même, une phagocytose « frustrée » peut avoir lieu si les récepteurs 

phagocytaires du neutrophile se fixent sur des complexes immuns ou des protéines du complément 

présentes sur la  paroi des vaisseaux. Ceci est le cas par exemple dans la vascularite thrombo-

hémorragique où l’inflammation chronique induit un recrutement important de la protéine C3 du 

complément. Ainsi l’engagement des récepteurs CR3 (Mac-1) du neutrophile conduit au 

déversement du contenu de leurs granulations dans le milieu extracellulaire, exacerbant 

l’inflammation et maintenant l’hémorragie (75,76). Cet effet délétère des médiateurs dégranulés et 

des FRO libérées pendant la phagocytose frustrée à l’extérieur du phagosome, au contact des tissus 

environnants, est au cœur de la physiopathologie de nombreuses maladies inflammatoires aiguës 

comme le syndrome de détresse respiratoire aigu de l’adulte, le sepsis sévère et chronique ou la 

polyarthrite rhumatoïde (77) (Figure 8). 

Figure 7 : Un neutrophile phagocytant des Staphylococus aureus opsonisés en utilisant les 
différents mécanismes bactéricides. Adapté de McGuinness et al. 2016. 
Les bactéries recouvertes d’anticorps et de protéines du complément sont reconnues par le neutrophile 
grâce aux récepteurs Fc et aux récepteurs du complément. L’internalisation des bactéries par phagocytose 
déclenchent la dégranulation et la production des FRO par la NADPH oxydase dans le phagosome.  
 



 

           
 35 

Figure 8 : L’implication de la phagocytose frustrée dans un modèle inflammatoire de 
polyarthrite rhumatoïde. D’après Paoliello-Paschoalato et al. 2015. 
Les complexes immuns (IC) solubles peuvent se fixer sur les neutrophiles activés. Les IC solubles et déposés 
sur la membrane synoviale activent le système du complément. Cela induit la génération des fragments du 
complément qui se fixent sur les IC en attirant les neutrophiles. La phagocytose est ainsi activée avec une 
forte production de FRO et de protéases participant à la destruction du cartilage.  
 

1.3.3.3. Spécificités de la phagocytose du neutrophile   

Hormis son extrême puissance, la phagocytose dans le neutrophile présente quelques particularités 

qui la distinguent de celle des autres cellules phagocytaires, notamment le macrophage (78). Tout 

d’abord, la phagocytose du neutrophile est plus rapide que celle du macrophage, ce qui évite la 

dissémination des pathogènes et renforce la position du neutrophile en première ligne de défense 

(79). En outre, le pH du phagosome mature d’un neutrophile peut devenir alcalin (80), alors que 

celui du macrophage est fortement acide (81). Cet alcalinité peut s’expliquer par la forte production 

des FRO qui s’accompagne d’une consommation de protons (82,83). D’ailleurs, l’augmentation de 
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pH dans le phagosome du neutrophile peut définir des niches distinctes d’activité enzymatique, 

étant donné que l’activité optimale de la MPO nécessite un pH=6 alors que celles de la cathepsine G 

et de l’élastase ont lieu à des pH7-9 et pH8-10, respectivement (80,83). Enfin, tout ce qui précède 

amène à suggérer que la phagocytose dans les neutrophiles pourrait être orchestrée par un système 

de régulation original, distinct de celui contrôlant la phagocytose dans les autres cellules 

phagocytaires. 

 

1.3.4. L’explosion oxydative du neutrophile 

1.3.4.1. Mécanismes de production des FRO  

Suite à la formation du phagosome ou même en réponse à des stimulants ou médiateurs pro-

inflammatoires, le neutrophile produit des FRO issues de l’activation de la NADPH oxydase 

appartenant à la famille des NOX. Ce mécanisme est connu sous le nom d’explosion oxydative car 

il est accompagné d’une forte consommation d’oxygène et de glucose. La voie métabolique 

impliquée est indépendante de la chaine respiratoire mitochondriale, mais nécessite l’assemblage 

d’une NADPH oxydase fonctionnelle (Figure 9). Cette dernière est formée suite à la 

phosphorylation de ses sous-unités et la translocation des 4 sous-unités cytoplasmiques solubles 

(p47phox, p67phox, p40phox et la petite protéine G Rac2) à la membrane où se trouvent les 2 protéines 

transmembranaires (p22phox et gp91phox formant le cytochrome b558) (84,85). A noter que la gp91phox  

nommée également NOX2, constitue le cœur catalytique de la NADPH oxydase active des cellules 

phagocytaires. Ainsi la NADPH oxydase activée catalyse la réduction monovalente de l’oxygène 

pour former l’anion superoxide O2•- : 

!"#$% + 2() → 	!"#$, + %, + 2()•.	 ; Transfert des électrons via la flavine adénine di-

nucléotide (FAD). 

La formation de ce dernier initie la génération des autres FRO tel que l’H2O2, le radical hydroxyle 

(OH•) et l’acide hypochloreux (HOCl) selon les réactions suivantes : 

2()•. + 2%, → %)() + () ; Réaction catalysée par l’enzyme superoxyde dismutase (SOD). 
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%)() + ()•. → (%• + (%. + ()  ; Réaction nécessitant la présence d’un métal de transition 

comme le Fe2+ ou le Cu2+. 

%)() + /0. + %, → %(/0 + %)( ; Réaction catalysée par la MPO. 

D’après ce qui précède, les FRO sont divisées en deux groupes : les radicaux libres de l’oxygène 

ayant des électrons célibataires non appariés et les FRO non radicalaires. Ces FRO peuvent avoir 

une activité bactéricide directe ou indirecte via la modulation de l’activité des protéases (86–88). 

L’importance des FRO dans la réponse anti-infectieuse a été démontrée lors de la description de la 

granulomatose septique chronique (CGD) causée par une mutation dans un gène codant pour une des 

sous-unités de la  NADPH oxydase (89), définissant des formes liées au chromosome X et des formes 

autosomales récessives de la maladie. Dans cette maladie, les cellules phagocytaires incluant les 

neutrophiles, produisent peu ou pas de FRO; les enfants souffrent d’infections bactériennes et 

fongiques sévères à répétition et présentent souvent des granulomes digestifs et pulmonaires (89–91). 

La production du monoxyde d’azote (NO) grâce à la NO synthase (NOS) soutient et compense 

l’activité bactéricide des FRO (92). En effet, un modèle de souris double mutée (gp91phox-/- et Nos2-/-) 

développe des infections spontanées dues à la flore commensale, alors que les modèles simples mutés 

ne présentent pas ce type d’infections (93). 

Figure 9 : L’assemblage des sous-unités de la  NADPH oxydase au cours de l’activation du 
neutrophile. D’après El-Benna et al. 2016.  
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1.3.4.2. Les FRO : au-delà des effets antimicrobiens 

Les FRO constituent un groupe chimique très réactif capable d’interagir avec des macromolécules 

cellulaires et induire une peroxydation des lipides, une modification des protéines et des altérations 

des acides nucléiques (94). Ainsi une production excessive chronique de FRO peut induire des 

dommages tissulaires importants et favorise leur implication dans de nombreuses maladies, 

notamment les cancers et des maladies inflammatoires chroniques (95–97). Donc un équilibre doit 

s’établir entre la production des FRO et leur clairance par les enzymes et les voies anti-oxydantes. 

Parmi ces enzymes, nous citerons la thioredoxine qui contribue au maintien de la balance redox en 

catalysant la réduction des protéines oxydées (98). Si une longue exposition à de fortes 

concentrations de FRO a des effets parfois délétères, de faibles concentrations peuvent avoir un 

effet bénéfique régulateur sur la survie, la croissance et la différenciation cellulaire ainsi que sur la 

réponse immunitaire (99). Par exemple, l’H2O2 produit par les cellules phagocytaires est capable 

d’activer des voies de signalisation lymphocytaires d’une façon indépendante du ligand via trois 

mécanismes : l’oxydation directe du récepteur, l’activation des protéines tyrosines kinases (PTK) ou 

l’inhibition des protéines tyrosines phosphatases (PTP) (100). De même dans les DC, l’H2O2 peut 

activer la réponse immunitaire spécifique  (101,102). Les FRO permettent aussi l’amplification des 

fonctions du neutrophile principalement via l’activation des voies de phosphorylation de la tyrosine 

(103). En particulier, elles peuvent jouer un rôle dans l’activation de l’inflammasome permettant la 

production de certaines cytokines pro-inflammatoires (104). Donc, l’homéostasie des FRO nécessite 

une régulation délicate par les systèmes anti-oxydants permettant de garantir un bon fonctionnement 

cellulaire et d’éviter un stress oxydant incontrôlable. Ce point sera détaillé dans le chapitre 

introductif réservé au facteur de transcription Nrf2. 
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1.3.5. La dégranulation 

Le neutrophile stocke des protéases et des peptides antimicrobiens dans ses granulations pour les 

déverser dans le phagosome pendant la phagocytose. En outre, l’activation des neutrophiles peut 

aussi provoquer la fusion des granulations avec la membrane cytoplasmique, permettant une 

sécrétion du contenu des granulations dans l’espace extracellulaire. Dans les deux cas, la libération 

des médiateurs préformés des granulations est appelée dégranulation ou exocytose (105). Cette 

dégranulation ou exocytose respecte une certaine hiérarchie, allant dans le sens contraire à celle de 

la granulopoïèse. En effet, une faible activation des neutrophiles peut induire l’exocytose des 

vésicules sécrétoires, alors que l’augmentation croissante de l’intensité de la stimulation permet 

l’exocytose de la ficoline-1 suivie de la gélatinase puis des granulations secondaires pour arriver 

finalement aux granulations primaires azurophiles (4,13). L’augmentation de la concentration de 

Ca2+ s’avère responsable de la dégranulation dans cet ordre (106) et de ces taux d’exocytose 100%, 

38%, 22% et 7% qui correspondent aux vésicules sécrétoires, granulations tertiaires, secondaires et 

primaires respectivement (107). De même, le cytosquelette est activement impliqué dans la 

dégranulation, surtout celle des granulations azurophiles, grâce à la réorientation des microtubules 

facilitant la fusion avec le phagosome (108). Cette fusion dépend aussi des protéines de la famille 

SNARE (abréviation de soluble NSF attachment protein receptors) qui forment un complexe 

quaternaire à partir d’un v-SNARE et de trois t-SNARE (Figure 10). Le remodelage d’actine et 

l’assemblage des microtubules permet l’interaction entre les v-SNARE des granules et les t-SNARE 

de la membrane cible en assurant leur fusion (109–111). Dans certaines conditions pathologiques, 

l’activation prolongée des neutrophiles induit une dégranulation incontrôlée. Ainsi, un taux élevé de 

protéase dans le plasma est un indice révélant des complications inflammatoires. Le meilleur 

exemple est celui de la MPO ; une concentration circulante élevée peut être associée à divers 

pathologies inflammatoires allant du sepsis à l’arthrite (112–114). En revanche, une étude récente a 

montré pour la première fois que la MPO peut aussi jouer un rôle protecteur dans un modèle 

d’infection sévère avec endotoxémie (115). Le contenu des granulations est doté d’une puissante 
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activité antimicrobienne mais il est capable d’agir sur l’activité des cytokines (20). En effet les 

protéases présentes dans les granulations peuvent perpétuer le recrutement des neutrophiles en 

activant certaines chimiokines comme l’IL-8 ou en générant des signaux chimioattractants par la 

dégradation de la matrice extracellulaire (116–118). D’autre part, une étude récente suggère que 

l’élastase peut favoriser la bactériémie dans un modèle expérimental de pneumonie  en bloquant les 

voies de signalisation TLR-dépendantes, notamment la voie du facteur nucléaire- kappa B (NF-κB). 

En outre, l’élastase n’affecte pas les cytokines seulement via le mécanisme précédent, mais aussi 

via un clivage direct des cytokines pro inflammatoires, telles que l’IL-8, l’IL-6 et le TNFα (119).  

Figure 10 : La fusion membranaire médiée par la formation du complexe SNARE composé de 
3 t-SNAREs (Qa, Qb et Qc) et 1 v-SNARE (R). Adapté de Sehgal et al. 2011. 

 

1.3.6. La nétose 

Depuis sa découverte par Zychlinsky et ses collaborateurs en 2004, la nétose est devenue l’une des 

fonctions les plus étudiées dans la biologie du neutrophile. Elle a été décrite initialement comme un 

mécanisme anti-infectieux par lequel les neutrophiles activés libèrent des « Neutrophil Extracellular 

Traps » ou NETs. Ces derniers sont des filaments d’ADN recouverts de peptides et d’enzymes 

provenant des granulations tels que la MPO et l’élastase, capables de piéger et de tuer les micro-

organismes infectieux (120) (Figure 11). A l’heure actuelle le rôle des NETs dépasse largement la 

réponse anti-infecteisue ; de par les nombreux médiateurs actifs qu’ils expriment à leur surface, ils 

ont été impliqués dans la physiopathologie de plusieurs maladies, comme les maladies auto-

immunes, la thrombose, les allergies et le cancer (121). 
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Figure 11 : Visualisation par microscopie électronique des NETs piégeant les bactéries 
Staphylococcus aureus (gauche) et Salmonella typhimurium (droite). D’après Brinkmann et al. 
2004. 

 

1.3.6.1. Les mécanismes de nétose 

Pendant la dernière décennie, de très nombreux travaux ont décrit les mécanismes assurant la 

formation des NETs. La nétose peut être considérée comme une forme de mort cellulaire qui s’initie 

par une modification de la forme du noyau (perte du caractère multilobé), la dissolution de sa 

membrane puis une perte de la polarisation cellulaire (122). Une variété de molécules et de 

médiateurs inflammatoires tels que le TNF, l’IL-8, les complexes immuns, le phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA) ainsi que des PAMP d’origine bactérienne ou fongique sont capables de stimuler 

la nétose. Suite à l’activation cellulaire, les FRO produites par la  NADPH oxydase stimulent la 

libération de MPO qui induit à son tour la translocation de l’élastase des granulations azurophiles au 

noyau. Ainsi l’activité protéolytique de cette dernière associée à celle de la MPO contribue au 

clivage des histones  puis à la décondensation de la chromatine (123) (Figure 12). En parallèle, la 

chromatine subit une deuxième modification catalysée par une enzyme nucléaire appelée la protéine 

arginine désaminase de type 4 (PAD4), qui permet la citrullination des résidus arginine des histones 

(124). La décondensation de la chromatine dans le cytoplasme entraine la fixation de nombreux 

composants granulaires et cytoplasmiques sur l’ADN. Quelques heures (3-8 heures) après 

l’activation, la perméabilisation de la membrane cytoplasmique commence, permettant la libération 

des NETs (121,122). La composition protéinique des NETs semble être différente en fonction des 
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stimulants. A titre d’exemple, deux souches appartenant à la même espèce bactérienne 

Pseudomonas aeruginosa induisent des NETs ayant au moins 50 protéines différentes et 33 

protéines communes  (125). Une forme alternative rapide de nétose existe, consistant en une 

formation de NETs  à partir de l’ADN mitochondrial et indépendamment des FRO. Cette nétose 

rapide dite vitale n’affecte pas la viabilité du neutrophile et est encore mal connue à l’heure actuelle 

(126). En outre, le neutrophile peut libérer une partie ou tout le contenu de son noyau sans altérer la 

membrane cytoplasmique. Néanmoins, le neutrophile anucléé résultant de ce mécanisme maintient 

sa capacité à phagocyter les bactéries (121,127). 

Figure 12 : Les mécanismes de la nétose classique lytique et la netose rapide vitale. D’après 
Papayannopoulos. 2018. 

 

1.3.6.2. Nétose ou phagocytose ? 

Les signaux qui définissent le choix du neutrophile entre la phagocytose et la nétose pour prendre 

en charge un agent infectieux sont encore mal connus. Des hypothèses suggèrent que les conditions 

environnementales, le métabolisme, l’état d’activation du neutrophile ou la taille du 



 

           
 43 

microorganisme peuvent déterminer le mécanisme de défense convenable (128). En effet, le 

neutrophile peut sélectivement former des NETs en réponse à des pathogènes de grande taille 

comme les hyphes de Candida albicans et les agrégats extracellulaires de Mycobacterium bovis 

(129,130) (Figure 13). L’irréversibilité du choix semble être évidente, étant donné la compétition 

sur l’utilisation de l’élastase et la nécessité de maintenir, contrairement à la nétose, l’intégrité du 

cytosquelette pour la phagocytose (128). Ainsi, les microorganismes de grande taille qui sont 

difficilement endocytés ne requièrent pas la séquestration de l’élastase dans un phagosome, ce qui 

permet sa translocation dans le noyau pour induire la nétose tout en inhibant la phagocytose (131). 

En revanche les petites bactéries peuvent aussi induire la nétose  mais cela semble être dépendant de 

leur pathogénicité,  sachant que les bactéries probiotiques peuvent même inhiber la formation des 

NETs (132). D’autres bactéries font pencher la balance dans le sens de la nétose en inhibant la 

maturation du phagosome ou en s’agrégeant (129,133).  

Figure 13 : Choix entre phagocytose et nétose en fonction de la taille du pathogène. D’après 
Wheeler & Underhill. 2014. 

 

1.3.6.3. Pouvoir antimicrobien des NETs 

Par définition, les NETs sont des pièges d’ADN recouverts d’une grande variété de molécules 

dotées d’un pouvoir antimicrobien. Cela est confirmé chez les patients ayant un déficit complet en 

MPO ainsi que dans un modèle murin correspondant, au cours desquels on observe une incapacité à 

contrôler les infections par des hyphes fongiques (129,134). De même, suite à une thérapie génique 

restaurant la NOX2, les patients atteints de CGD retrouvent une nétose normale et une bonne 
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protection contre l’aspergillose (135). Bien que la nétose soit efficace dans l’élimination des 

pathogènes de grande taille, ses effets antimicrobiens semblent être sélectifs. L’absence de NET 

dans le modèle de souris PAD4-/- n’affecte pas l’évolution de la bactériémie dans certains contextes 

de sepsis bactériens (136,137). Dans le même sens, une étude a partiellement remis en cause la 

capacité des NETs à tuer les pathogènes, en montrant que ces derniers survivent et sont capables de 

proliférer une fois libérés du piège du neutrophile (138). A noter que les pathogènes ont développé 

des mécanismes pour échapper aux NETs tels que l’expression des nucléases et DNAses pour les 

dégrader ou la modification dans la composition de leur paroi polysaccharidique pour réduire la 

fixation des NETs (139–141).  

 

1.3.6.4. Rôle des NETs dans la physiopathologie de maladies inflammatoires 

Une production excessive de NETs est observée au cours de diverses maladies. Dans le contexte 

infectieux, les NETs peuvent altérer l’épithélium pulmonaire en réponse aux infections fongiques et 

induire des dommages tissulaires durant certain sepsis bactériens (129,142). Les NETs participent 

aussi aux thromboses et sont des sources de molécules inflammatoires et d’auto-antigènes (143–

145). Ceci explique leur implication dans plusieurs maladies auto-immunes telles que le lupus 

systémique ou la polyarthrite rhumatoïde (146–148). D’une façon intéressante, notre équipe montre 

que les NETs sont fortement présents dans l’asthme allergique et que la sévérité de la pathologie est 

corrélée avec la production systémique des NETs (article en préparation). Cette liste réduite et non 

exhaustive est en expansion continue prouvant la forte implication des NETs dans les pathologies 

inflammatoires. Cela explique l’intérêt particulier accordé à la compréhension des mécanismes et à 

l’identification des différentes voies de signalisations participant à la nétose. 
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1.4. L’hétérogénéité des neutrophiles : polarisation ou sous-populations prédéfinies ? 

La présence de différentes sous-populations de neutrophiles a été mise en évidence, notamment 

dans certains contextes inflammatoires, grâce à la cytométrie en flux qui permet d’établir les profils 

phénotypiques appropriés. Néanmoins, l’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des 

neutrophiles reste un sujet de débat qui nécessite une meilleure compréhension des mécanismes. 

 

1.4.1. Les sous-populations dans les conditions non-inflammatoires 

Partant de la moelle osseuse, les neutrophiles humains immatures commencent par exprimer le 

CD15 et le CD11b puis l’expression du CD16 et du CD10 augmente avec la maturation. Chez la 

souris, les neutrophiles immatures sont identifiés CD11b+ Ly6Gfaible Ly6Bintermédiaire CD117+ CD115-. 

La maturation est marquée par l’augmentation de l’expression du Ly6G et la perte de l’expression 

du CD117 (149). D’une façon intéressante, la rate des souris peut contenir des neutrophiles ayant un 

phénotype proche de celui des précurseurs de la moelle (Ly6Gint et CD117+) et capable de se 

proliférer et se mobiliser en cas d’infection (150). Dans le sang, les neutrophiles âgés humains et 

murins sont caractérisés par la diminution de l’expression du CD62L et par l’expression du 

CXCR4, car ce dernier est essentiel pour le retour des neutrophiles à la moelle osseuse (151,151). 

Parmi les molécules qui caractérisent les neutrophiles matures circulants émergent le CD177 et 

l’olfactomedine 4 (OLFM4). Le CD177 est une glycoprotéine exprimée sur la membrane 

cytoplasmique et la membrane des granulations (152). Elle est connue pour son rôle dans la 

régulation de l’activité de la protéinase 3 (PR3) (153). Son expression est variable d’un individu à 

l’autre (environ 50% des neutrophiles), mais augmente dans les contextes inflammatoires, 

notamment dans l’auto-immunité (154,155). Bien que les neutrophiles CD177+ produisent de 

faibles quantités de cytokines pro-inflammatoires, ils sont dotés d’une forte activité bactéricide 

(156). L’OLFM4 est une glycoprotéine localisée majoritairement dans les granulations. Le 

pourcentage des neutrophiles OLFM4+ peut varier de 10 à 30% dans la circulation (157–159) 
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(Figure 14). Les modèles murins déficients en OLFM4 ont une meilleure capacité antimicrobienne 

dans des modèles de sepsis (160). De même, un pourcentage important de neutrophiles OLFM4+ 

chez l’homme est associé à un mauvais pronostic dans le choc septique (161). Enfin, une petite 

population (3%) de neutrophile pro-angiogénique (PAN) a été aussi identifiée chez l’homme 

comme chez la souris, exprimant le CXCR4, le VEGFR1 (abréviation de Vascular endothelial 

growth factor receptor 1) et le CD49d. Le recrutement de cette sous-population aux tissus 

hypoxiques s’avère indispensable pour la néoformation des vaisseaux (162).  

Figure 14 : Analyse phénotypique des neutrophiles d'un donneur sain en fonction de 
l'expression du CD177 et/ou de l’OLFM4. D’après Welin et al. 2013.  
Une représentation bi-paramétrique de cytométrie en flux montrant l’existence de 4 populations de 
neutrophiles phénotypiquement différents en fonction de l’expression du CD177 et OLFM4.  

 

Il existe également des neutrophiles marginaux dans la circulation qui peuvent transmigrer en 

l’absence d’inflammation dans des organes comme la rate, le foie, les poumons et la peau. A titre 

d’exemple, un nombre important de neutrophiles marginaux sont présents au niveau de 

l’endothélium vasculaire de la peau, mais seule une petite population réussit à franchir la barrière 

aboutissant à la peau. La capacité particulière de ces dernières cellules peut suggérer leur 

appartenance à une sous-populations phénotypiquement et fonctionnellement distincte (149,163). 
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1.4.2. Les sous-populations dans les conditions inflammatoires 

L’identification des sous-populations de neutrophiles impliquées dans les maladies inflammatoires est 

d’une extrême importance dans la recherche des cibles thérapeutiques. La sous-population de 

neutrophiles de faible densité (LDN) constitue l’une des  premières pistes (164). Cette sous-

population est retrouvée parmi les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC)  dans divers 

pathologies (164–167). La fonction de ces neutrophiles est plutôt dépendante du contexte : si leur rôle 

est pro-inflammatoire dans les maladies auto-immunitaires et les infections (168,169), ils sont au 

contraire immunosuppresseurs dans le cancer et nommés MDSC (abréviation de myeloid-derived 

suppressor cells) (167,170,171). Comme pour les macrophages, une polarisation N1/N2 est décrite 

dans les neutrophiles associés aux tumeurs (TAN), désignant une population anti-tumorigéne et une 

autre pro-tumorigéne respectivement (Figure 15). Cette polarisation est orientée par des médiateurs 

cytokiniques tels que l’angiotensine II, l’IFN de type I et le facteur de croissance tumoral-β (TGF-β) 

(172–175). D’une façon intéressante l’inhibition de ce dernier induit la transition des N2 en N1 (174).  

Figure 15 : La polarisation et les fonctions des neutrophiles associés aux tumeurs N1/N2. 
Adapté de Piccard et al. 2011. 

 

Bien que la polarisation des TAN soit potentiellement induite par le microenvironnement, jusqu’à 

présent aucune étude ne prouve que les différentes sous-populations de neutrophiles sont le fruit 

d’une forte plasticité ou que ces neutrophiles dérivent de sous-populations prédéfinies et différentes 

dès les premières stades immatures. Si l’hypothèse de plasticité est valable, une stratégie 
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d’immuno-modulation locale permettra d’orienter la polarisation des cellules. En revanche, si les 

études valident la deuxième hypothèse, des déplétions spécifiques seront la solution pour inhiber 

des sous-populations de neutrophiles aggravant un contexte pathologique. Dans les deux cas, une 

meilleure compréhension des mécanismes permettra d’adapter les stratégies thérapeutiques, assurer 

un ciblage spécifique des sous-populations et peut-être trouver des traitements inédits pour certaines 

maladies (149,158,176). 

 

1.5. Clairance du neutrophile 

Étant donné leur cytotoxicité et leur courte durée de vie (177,178), un rythme rapide de 

renouvellement s’impose pour une élimination quotidienne d’environ 109 neutrophiles/kg 

(179,180). Pour ce faire, la majorité des neutrophiles âgés débutent leur apoptose spontanée et 

seront éliminés par les macrophages via un mécanisme appelé « l’efferocytose ». La clairance des 

neutrophiles apoptotiques ou nécrotiques par les macrophages est aussi indispensable dans 

l’inflammation pour initier la résolution de l’inflammation (181,182). D’autre part, une minorité de 

neutrophiles recrutés aux tissus enflammés sont capables de regagner la circulation par migration 

inverse (183).  

 

1.5.1. L’apoptose et l’efferocytose 

L’élimination des neutrophiles a lieu essentiellement dans les poumons, la rate, le foie et la moelle 

osseuse (184–186). Les neutrophiles déclenchent l’efferocytose suite à leur apoptose réalisée selon  

deux grandes voies de signalisation. La voie intrinsèque est due à une perte d’équilibre entre les 

facteurs anti- et pro- apoptotiques induisant la perte d’intégrité de la membrane mitochondriale avec 

la libération du cytochrome c. Ce dernier facilite l’activation séquentielle des caspases permettant 

l’activation de la caspase 3. La voie extrinsèque consiste en une activation de la caspase 3 d’une 

façon dépendante de la caspase 8, en réponse à des messagers solubles tels que le Fas-L, TRAIL 
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(abréviation de tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) et le TNFα (187). 

L’apoptose peut s’accompagner de la production de certains médiateurs (IL-6, IL-8, CXCL1…) par 

les cellules apoptotiques (188). 

Dans ce contexte apoptotique la synapse phagocytaire s’engage dans des interactions récepteur-

ligand entre les cellules apoptotiques et les cellules phagocytaires. Hormis la fragmentation d’ADN, 

plusieurs modifications apparaissent au niveau de la membrane des neutrophiles apoptotiques, 

notamment l’externalisation de la phosphatidylserine (PS) due à l’inactivation de 

l’aminophospholipide translocase (189). De même quelques protéines intracellulaires se fixent à la 

membrane cytoplasmique suite à leur libération comme l’annexine-I et la calréticuline qui est 

reconnue par les récepteurs LRP (abréviation de Lipoprotein receptor-related protein). En parallèle, 

le neutrophile apoptotique diminue l’expression de certains récepteurs incluant le CD16 (FγRIII), 

CD31, CD35 (CR1), CD47, CD50 (ICAM-3), le CD88 (C5aR)  et le CD120a (TNF-R1) (190–192).  

Du côté de la cellule phagocytaire, l’efferocytose implique activement des familles de récepteurs  

tels que les intégrines, les récepteurs de la PS, le CD36, les récepteurs du complément, les MerTK 

(abréviation de myeloid-epithelial-reproductive tyrosine kinase) et les LRP (192–194). En effet, les 

intégrines αvβ3 avec l’aide du scavenger CD36 reconnaissent la thrombospondine (THBD) qui 

assure un pont entre le macrophage et le neutrophile apoptotique (194,195) (Figure 16). Le CD36 

est un récepteur constitutif d’efferocytose capable de consolider les synapses en se liant aux 

extrémités oxydées de la PS et des lipoprotéines de basse densité (LDL) (196). D’autres protéines 

sériques comme le MFG-E8 (abréviation de milk fat globule epidermal growth factor 8)  peuvent 

aussi favoriser les ponts entre les PS des cellules apoptotiques et les αvβ3 des macrophages (197). 

Les récepteurs du complément CR3 et CR4 jouent un rôle aussi dans l’efferocytose des neutrophiles 

apoptotiques recouverts par les protéines du complément (198). De même, les MerTK sont 

associées à la polarisation M2 des macrophages favorable pour l’efferocytose. Les M2 augmentent 

l’expression des MerTK alors que l’inhibition de ces derniers réduit l’efferocytose (199–201). 



 

           
 50 

Figure 16 : Les récepteurs et ligands fortement impliqués dans l'efferocytose. Adapté de 
Greenlee-Wacker et al. 2016. 
PMN, polynucléaire neutrophile ; MΦ, macrophage.  
 

Il est important ici de noter que l’inhibition d’un seul récepteur d’efferocytose n’a jamais pu l’inhiber 

complètement montrant une sorte de redondance des voies et aussi une coopération entre les différents 

récepteurs pour consolider la synapse phagocytaire. L’efferocytose est altérée dans certaines maladies 

inflammatoires comme la mucoviscidose, l’asthme, la fibrose pulmonaire idiopathique, certaines  

glomérulonéphrites et l’athérosclérose (192,202). Une étude récente a montré que l’efferocytose 

active la NADPH oxydase dans les macrophages. Ainsi, la digestion des cellules apoptotiques est 

altérée dans les macrophages des patients CGD (203). L’échec ou le retard de l’efferocytose peuvent 

conduire à la nécrose des cellules apoptotiques suivie par la lyse des neutrophiles qui relarguent leur 

contenu cytotoxique en exacerbant l’inflammation (204) (Figure 17). 

Figure 17 : L'altération de l'efferocytose en conditions pathologiques induisant une nécrose 
secondaire. Adapté de Roth et al. 2015.  
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1.5.2. La migration inverse 

De nos jours, il est admis que dans certains contextes, le neutrophile peut échapper à la clairance 

physiologique  en retournant dans la circulation sanguine. Cette migration inverse a été visualisée 

chez le poisson zèbre montrant la capacité du neutrophile à quitter un tissu enflammé en effectuant 

une migration transendothéliale inverse (rTEM) (205). L’activation de la voie HIF1a (abréviation 

de hypoxia-inducible factor 1a) semble diminuer la rTEM ainsi que l’apoptose des neutrophiles, 

pour maintenir l’inflammation (206). Les neutrophiles humains montrent la même capacité de 

rTEM in vitro à travers une monocouche endothéliale. Ces neutrophiles se caractérisent par une 

forte expression de l’ICAM-1 et une faible expression du CXCR1, un phénotype retrouvé dans le 

sang des patients ayant une inflammation systémique (207). Bien que quelques études suggèrent 

que les neutrophiles en rTEM soient plus actifs et produisent plus de FRO, le fait que la rTEM soit 

liée à un phénotype pro- ou anti-inflammatoire n’est pas encore clairement démontré (183). Chez la 

souris, les travaux du laboratoire de S. Nourshargh montrent que la diminution de l’expression du 

JAM-C (abréviation de junctional adhesion molecule C) permet la rTEM à travers les jonctions 

cellulaires. Ainsi, la délétion ou l’inhibition de JAM-C favorise la dissémination de l’inflammation 

dans un modèle de lésions d'ischémie-reperfusion (208,209). En outre, les neutrophiles circulants 

des patients ayant une pancréatite aigüe associée à des lésions pulmonaires expriment fortement des 

marqueurs de la rTEM, suggérant un rôle pour celle-ci dans l’exacerbation des pathologies 

inflammatoires (210). D’autres études in vitro ont montré que le neutrophile peut fuir un gradient de 

chimioattractant. Ce retrotaxis est favorisé en présence de la lipoxine A4 (LXA4) qui est un 

médiateur anti-inflammatoire,  suggérant que la rTEM s’intègre plutôt dans le cadre de la résolution 

de l’inflammation (211). Bien que la rTEM soit mise en évidence dans des modèles pertinents, elle 

reste un sujet de débat. (i) S’agit-il d’une simple désensibilisation des récepteurs aux chimiokines 

induisant une répulsion passive ? (ii) Quel sera le sort des neutrophiles effectuant la rTEM : dé-

activation ? durée de vie prolongée ? (iii) S’agit-il d’une sous-population spécifique de neutrophile ? 
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Au total, le neutrophile joue un rôle central dans l’immunité. Son importante capacité migratoire lui 

permet de transmigrer à travers l’endothélium vasculaire en répondant principalement à un gradient 

de chimiokines. Le neutrophile infiltre ainsi rapidement le site d’infection pour empêcher la 

dissémination des pathogènes. La phagocytose associée à la production des FRO et à la 

dégranulation, ainsi que la nétose, lui permettent d’éliminer efficacement les pathogènes. Le 

neutrophile contribue aussi à l’orchestration de la réponse immunitaire via la sécrétion des 

cytokines. Enfin, le neutrophile entre en apoptose pour initier la résolution de l’inflammation 

(Figure 18). 

Figure 18 : Schéma récapitulatif des fonctions antimicrobiennes du neutrophile après sa 
transmigration endothéliale. D’apres Mócsai. 2013. 
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2. Rôle émergent du neutrophile dans l’hypersensibilité de contact 

2.1. La dermatite allergique de contact  

La dermatite allergique de contact (DAC) ou eczéma de contact est une maladie constituant un  

problème majeur de santé publique ; elle affecte 15 à 20% de la population et représente environ 

20% des maladies professionnelles (212,213). A la différence de la dermatite irritante de contact 

(DIC) qui implique une réponse inflammatoire due à l’effet toxique direct des molécules chimiques; 

la DAC implique une réponse immunitaire complexe médiée à la fois par l’immunité innée et 

adaptative. Il s’agit d’une hypersensibilité de type IV ou retardée selon la classification de Gell et 

Coombs, en réponse à des allergènes capable d’induire une réponse immunitaire spécifique. Ces 

allergènes sont souvent de petites molécules chimiquement réactives, de faible poids moléculaire (< 

500 Da) appelées haptènes. Une fois dans la peau, les haptènes s’associent à des protéines du soi via 

des récations électrophiles pour former des néo-antigènes reconnus par le système immunitaire 

(213,214). La susceptibilité de certains individus à développer une réponse d’hypersensibilité peut 

être liée à une déficience dans les mécanismes régulateurs, notamment  une altération de la 

composante immunitaire tolérogène (215).  

Les molécules chimiques allergisantes font désormais partie de notre vie quotidienne et sont 

principalement retrouvées dans les bijoux fantaisie et les accessoires métalliques (nickel) ainsi que 

dans les cosmétiques (coumarine, eugénol) (214,216)… Certaines allergies aux médicaments 

comme les antibiotiques (la pénicilline, les aminoglycosides), les anesthésiques (benzocaine, 

lidocaine) et les anti-inflammatoires non stéroïdiens topiques, peuvent se manifester cliniquement 

sous forme de réactions inflammatoires cutanées (217) (Figure 19).   
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Figure 19 : Aspects cliniques des éruptions eczémateuses induites par le nickel (à gauche) et 
des éruptions morbilliformes dans une dermatite médicamenteuse à l’ampicilline (à droite). 
D’après Color Atlas of Pediatric Dermatology 2008. 

 

2.2. Diagnostic 

Les symptômes cliniques de la DAC dépendent de plusieurs facteurs tels que la nature de 

l’allergène, la localisation et la fréquence d’exposition. En général, la DAC commence par un prurit 

intense suivi par l’apparition de lésions cutanées allant de l’érythème vésiculaire transitoire à une 

tuméfaction importante accompagnée de bulles et parfois d'ulcération. Le diagnostic est souvent 

basé sur l’aspect clinique des lésions et sur les antécédents d’exposition. La profession du patient, 

ses habitudes vestimentaires, ses médicaments et ses cosmétiques font partie du bilan nécessaire 

pour établir le diagnostic. Du point de vue clinique, la DAC n’a pas de caractéristiques totalement 

spécifiques ou pathognomoniques, d’où l’importance de prendre en considération les diagnostics 

différentiels tels que la dermatite atopique, la mycose, le parapsoriasis en plaques ou le lupus 

érythémateux par exemple (218). Des efforts ont été faits pour identifier des marqueurs génomiques 

et protéomiques ou même des algorithmes mathématiques servant d’outils dans le diagnostic, mais 

cela semble être complexe et très dépendant de la nature de l’allergène (219–221). Un diagnostic 

complet de la DAC repose sur l’identification de l’allergène grâce à des patchs tests (tests 

épicutanés). Ces patchs sont souvent appliqués sur la partie supérieure du dos des patients et 

contiennent d'infimes quantités des allergènes potentiellement incriminés, généralement la plus 

forte concentration non-irritante. L’analyse et l’interprétation des résultats seront effectuées entre 48 

heures et 7 jours après l’application du patch, selon les recommandations internationales les plus 
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récentes (214,218,222). L’identification des allergènes devient de plus en plus difficile avec 

l’émergence continue de nouvelles molécules allergisantes. Tel est l’exemple du haut potentiel 

allergisant de la méthylisothiazolinone qui s’avère être un dangereux remplaçant du parabène dans 

les produits cosmétiques (223,224). Bien que l’exposition cutanée répétée soit indispensable pour le 

développement de la DAC, des variations génétiques peuvent conditionner la susceptibilité 

individuelle. Par exemple, une mutation de perte de fonction dans le gène codant pour la filagrine 

épidermique est associée à un risque important de développer une DAC en réponse au nickel (225). 

Cela met également en évidence le rôle protecteur de la barrière physique cutanée contre le 

développement de la DAC. Malgré l’association d’un polymorphisme de la N-acétyltransférase 

(NAT), la glutathion-S-transférase (GST), l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE), le TNF 

et l’IL-16 à un facteur de risque élevée d’allergie cutanée (226), la valeur prédictive et la pertinence  

de ces marqueurs génétiques en diagnostic restent faible. 

 

2.3. Traitement 

Le traitement de la DAC dépend beaucoup de la coopération du patient. L’approche thérapeutique 

de base consiste à éviter une nouvelle exposition à l’allergène (227). Le traitement pharmacologique 

courant consiste à appliquer des émollients seuls ou contenant des agents anti-inflammatoires, 

notamment les corticoïdes de classe II et III. Le choix du corticoïde dépend de la localisation et de 

la sévérité de la dermatite. Les antagonistes de la calcineurine sont aussi utilisés en cas d’un 

traitement topique à long terme au niveau des zones sensibles de la peau. La photothérapie par les 

rayons ultraviolets peut être le traitement de choix dans les dermatites chroniques, notamment les 

eczémas de la main (214,218). Bien que plusieurs traitements soient possibles, aucun ne permet une 

inhibition directe et spécifique de la réponse immunitaire complexe dans la DAC. Des approches 

visant à induire une tolérance aux allergènes par immunothérapie n’ont pas prouvé leur efficacité 

dans le traitement de la DAC (228,229). D’autres études ont mis en évidence le rôle protecteur des 

probiotiques dans les allergies cutanées, notamment leur capacité à diminuer l’incidence de 
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l’eczéma (230). Ainsi le microbiote intestinal et ses metabolites peuvent jouer un rôle important 

dans la prévention et le  traitement des allergies cutanées (231). Cependant,  nous manquons encore 

de preuves solides pour préconiser leur utilisation dans ce contexte.  Enfin, certains chercheurs 

suggèrent que la réponse immunitaire innée précoce puisse être une cible thérapeutique permettant 

d’inhiber la cascade d’événements immunitaires aboutissant à la DAC (214).  

 

2.4. Le modèle expérimental de la DAC 

L’hypersensibilité de contact (HSC) est le modèle expérimental qui mime les différents mécanismes 

de la DAC. Pour la sensibilisation, l’animal (souvent la souris) est traité au niveau de l’abdomen 

rasé avec une molécule lipophile telle que le dinitrochlorobenzène (DNCB), l’oxazolone ou le 

dinitrofluorobenzène (DNFB) diluée dans un solvant organique tel que l’acétone (Tableau 2). 

Après au moins 5 jours, la phase d’élicitation est induite en appliquant une plus faible concentration 

de la même molécule allergisante au niveau d’un autre site, souvent au niveau de l’oreille. Dans ce 

dernier cas, la mesure de l’épaisseur de l’oreille par le MEST (abréviation de mouse ear swelling 

test) permet d’avoir un indice pertinent concernant l’intensité de la réponse inflammatoire. Le point 

faible de ce modèle réside dans les circonstances de sensibilisation qui diffèrent des expositions 

cliniques répétées dans la DAC. Toutefois, ce modèle a permis d’explorer les différents mécanismes 

aboutissant à une réponse immunitaire cutanée et de mieux comprendre la physiopathologie de la 

DAC (232–234). 
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Tableau 2 : Structure chimique et catégorisation de quelques molécules chimiques 
sensibilisantes (235).  
L’EC3 se détermine selon le test LLNA (abréviation de local lymph node assay) et représente la puissance de 
la molécule allergisante. EC3<0,1 : extrême ; 0.1≤EC3<1 : forte ; 1≤EC3<10 : modérée, 10≤EC3<100 : 
faible. Ces molécules chimiques peuvent se lier aux résidus d’acides aminés, grâce à leurs sites électrophiles. 

 

Dans l’HSC, la réponse allergique inflammatoire survient en deux phases : une phase de 

sensibilisation asymptomatique ou phase afférente et une phase d’élicitation symptomatique ou 

phase efférente. Durant la première phase, l’haptène traverse la barrière cutanée et forme des 

complexes immunogènes avec les protéines de la peau. En réponse directe aux haptènes ou à de 

nombreux signaux de danger (tels que les DAMP, les FRO et l’adénosine triphosphate ou l’ATP), 

les DC de la peau  sont activées pour prendre en charge et présenter des peptides de ces complexes 

immunogènes. Les DC matures sont caractérisées par une augmentation d’expression du CD80, 

CD86 et du CCR7 leur permettant de migrer vers les ganglions drainants pour présenter les 

antigènes aux LT spécifiques et induire leur expansion clonale. La phase d’élicitation survient suite 

à une réexposition de la peau au même haptène et permet le recrutement rapide des LT effecteurs 

spécifiques qui sont principalement les LT CD4+ Th1, Th17 et les LT CD8+ cytotoxiques. 

L’activation de ces derniers permet d’induire une réponse immunitaire essentiellement médiée par 
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l’IFNγ et de mettre en place des fonctions cytotoxiques vis-à-vis des cellules présentant l’haptène, 

notamment les kératinocytes et les DC. Cette réponse cytotoxique est responsable des signes 

cliniques observés dans la DAC, notamment les éruptions cutanées érythémateuses et l’œdème 

(212,213,216,236–242). La phase inflammatoire sera suivie par une phase de résolution impliquant 

fortement les LT CD4+ régulateurs (Tregs). Ces derniers peuvent circuler entre la peau et les 

ganglions drainants pour inhiber la prolifération des LT effecteurs (243). Une population de Tregs 

CD4+CD25+FoxP3+ a été décrite dans l’HSC pour sa capacité à inhiber les LT CD8+, via 

l’induction de l’expression d’ICOS (abréviation de inducible T-cell costimulator) (244).  

Le rôle de l’immunité innée dans l’HSC a été classiquement lié à la simple présentation de 

l’antigène par les DC. Au cours des dernières décennies, de nombreuses études ont montré que le 

pouvoir allergisant des haptènes dépend étroitement de son irritabilité et de son rôle adjuvant, en 

d’autre termes sa capacité à induire une réponse innée immédiate et non spécifique, générant des 

signaux de dangers indispensables pour l’activation, la maturation et la migration des DC pour 

activer les LT spécifiques (213,240). Les kératinocytes, les mastocytes et les neutrophiles figurent 

parmi les principales cellules contribuant à l’inflammation cutanée d’une façon non spécifique de 

l’antigène (236). En premier lieu, les kératinocytes participent à l’immunité innée en secrétant des 

cytokines telles que l’IL-6, le TNF, l’IL-33, l’IL-1β et l’IL-18. Ces 2 dernières sont notamment 

essentielles pour la maturation et la migration des DC (213,245). Bien que leur implication soit 

controversée, les mastocytes s’avèrent aussi indispensables pour le développement de l’HSC. Les 

mastocytes déclenchent leur propre recrutement pendant la phase de sensibilisation et contribuent 

au recrutement des neutrophiles (246,247). Une étude récente a montré que les mastocytes 

amplifient l’HSC de sévérité moyenne, mais contribuent à l’inhibition de l’HSC sévère ou 

chronique en secrétant l’IL-10 (248,249).  
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2.5. La place du neutrophile dans l’HSC : aperçu historique 

Pendant longtemps le rôle du neutrophile dans l’HSC a été sous-estimé et réduit à la simple  

exacerbation de la réponse inflammatoire cutanée. En effet, l’importance du neutrophile dans 

l’immunité cutanée réside dans sa capacité à infiltrer la peau très rapidement suite à une agression 

en réponse à des médiateurs chimioattractants, principalement les chimiokines secrétées par les 

cellules résidentes (250).  

La mise en évidence de l’implication du neutrophile dans l’HSC date de 1999, à la faveur de 

travaux montrant que le recrutement des neutrophiles pendant la phase d’élicitation est 

indispensable pour le recrutement des LT CD8+. Le recrutement de ces neutrophiles est 

essentiellement dépendant du CXCL1 secrété par les kératinocytes. En effet, cette étude a montré 

que l’HSC est inhibée en absence du CXCL1, alors que l’injection intradermique de neutrophiles 

permet de rétablir un recrutement normal des LT CD8+ spécifiques de l’haptène. A l’époque, les 

auteurs de l’étude ont conclu que l’infiltration en neutrophiles facilitait le recrutement des LT CD8+ 

pendant la phase d’élicitation (251).  

Deux ans plus tard, la cinétique du recrutement des neutrophiles à la peau a été décrite chez des 

patients allergiques. En effet, 24 heures après l’application de l’allergène, l’œdème au niveau de 

l’épiderme augmente parallèlement à l’infiltration des lymphocytes T, des monocytes/macrophages 

et des neutrophiles. Parmi ces 3 populations, les LT forment la population prédominante alors que 

les neutrophiles sont les moins représentés. Les chimiokines prédominantes dans les heures suivant 

l’élicitation sont CCL2 et CCL5 (252).  

En 2004, une étude plus approfondie a confirmé le lien étroit entre les neutrophiles et  les LT CD8+ 

pendant la phase d’élicitation. La déplétion des neutrophiles par injection d’anticorps anti-Ly6G 

(Clone RB6.8C5) avant l’élicitation, supprime le recrutement des LT effecteurs en réponse à 

différentes concentrations du DNFB. De même, l’injection de neutrophiles à la peau pendant 

l’élicitation potentialise la réponse inflammatoire. En revanche, la seule présence de neutrophiles et 
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de l’haptène au niveau de la peau ne suffit pas pour induire une HSC en l’absence des LT 

spécifiques. Cette étude a donc mis en évidence la capacité des neutrophiles à guider la réponse T 

spécifique indispensable pour l’induction de l’HSC (253).  

En 2010, une étude originale a montré que l’expression du récepteur Nod-like 12 (NLRP12) est 

nécessaire pour améliorer la capacité migratoire des neutrophiles et des DC dans deux modèles 

d’HSC (en réponse à l’oxazolone ou à l’isothiocyanate de fluorescéine). Ainsi, les souris déficientes 

en NLRP12 développent une faible inflammation cutanée sans altération détectable de l’activation 

de l’inflammasome et de la production des cytokines clés de l’HSC comme l’IL-1β (254).  

En 2012, l’équipe de Robert L. Fairchild a démontré que les expressions du Fas Ligand et de la 

perforine par les neutrophiles sont indispensables pour la migration des LT effecteurs à travers la 

barrière vasculaire  pendant la phase d’élicitation d’une HSC induite par le DNFB (255). 

Peu après, en 2014, Christensen et al. ont apporté des éléments nouveaux dans l’implication des 

neutrophiles dans l’HSC. D’une part, cette équipe a montré que le G-CSF contribue au recrutement 

des neutrophiles à la peau pendant la phase d’élicitation d’une HSC induite par le DNFB. Tout 

d’abord, ils ont montré que le nombre de neutrophile augmente dans le sang et la peau des souris 

quelques heures après l’élicitation. Puis, en utilisant un anticorps plus spécifique (anti-Ly6G, 

clone 1A8) pour la déplétion des neutrophiles chez la souris, ils ont réévalué l’effet de l’absence des 

neutrophiles sur l’inflammation cutanée dans l’HSC. Ainsi  l’injection de ce clone, n’affecte ni la 

concentration d’IL-β et d’IFN-γ ni le nombre des LT CD8+ dans la peau et les ganglions drainants. 

Ces résultats ont donc remis en question les résultats de l’équipe américaine de Fairchild et montré 

que le rôle des neutrophiles dans l’HSC était peut-être surestimé (256). 

En parallèle, une autre étude parue la même année a montré que la déplétion en neutrophiles par un 

anti-Ly6G (Clone 1A8) au cours de la phase de sensibilisation ou la phase d’élicitation ne modifie 

pas la formation des agrégats de DC (clusters) dans l’HSC  induite par le DNFB (257). 
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Un peu plus tard, en 2015, l’équipe allemande de Stéphane Martin a participé à une étude qui se 

basait non seulement sur la stratégie de déplétion par les anticorps anti-Ly6G (Clone 1A8), mais  

aussi sur un modèle murin portant une modification génétique. Il s’agit du modèle LysMCre/Cre Mcl-

1flox/flox présentant un déficit sélectif en neutrophiles qui ont besoin de la protéine anti-apoptotique 

Mcl-1 (abréviation de myeloid cell leukemia-1) pour assurer leur survie. L’équipe a ainsi montré 

que les neutrophiles sont recrutés massivement à la peau pendant la phase de sensibilisation en 

réponse aux mastocytes et y produisent des FRO, des enzymes protéolytiques telles que la 

gélatinase et des cytokines indispensables pour l’HSC telles que l’IL-1β et le CXCL2. En parallèle, 

la déplétion en neutrophile suite à une sensibilisation par le TNCB (abréviation de 2,4,6-

trinitrochlorobenzene) altère la migration des DC aux ganglions drainants et affecte ainsi 

l’activation des LT. Ils ont également montré que la  déplétion en neutrophiles pendant la phase de 

sensibilisation était suffisante pour inhiber fortement l’HSC (247). Cette même hypothèse a été 

testée par Christensen et al., mais le lot de souris dédié à la validation de cette hypothèse a eu trois 

injections d’anticorps déplétant au lieu d’une seule injection avant la sensibilisation: une première 

au jour -1 avant la sensibilisation, une deuxième au jour J-1 et une troisième au jour J+1 après 

l’élicitation (256).  



 

           
 62 

Figure 20 : L’implication du neutrophile dans les mécanismes moléculaires et cellulaires de 
l’HSC.  
Pendant la phase de sensibilisation, l’haptène traverse la barrière cutanée et sera pris en charge par les DC 
résidentes. Ces dernières acquièrent leur maturation lors de la migration vers les  ganglions drainants où elles 
activent et induisent l’expansion clonale des LT spécifiques. Une deuxième application du même haptène 
déclenche la phase d’élicitation marquée par un recrutement massif des LT CD8+ spécifiques. Les 
neutrophiles interviennent dans la première phase et produisent des FRO, des cytokines telles que CXCL2, 
IL-1β et des protéases comme la gélatinase. Pendant la phase d’élicitation, les neutrophiles sont 
principalement recrutés en réponse au CXCL1, G-CSF et l’IL-17. Les neutrophiles participent à 
l’orchestration du duo DC-LT, mais les mécanismes de leurs interactions avec ces cellules restent mal 
connus.  

 

Il est donc maintenant acquis que le neutrophile est un acteur important dans l’HSC (Figure 20). Sa 

participation en tant que cellule prenant en charge les haptènes et pouvant les présenter aux  LT n’a 

jamais été démontrée. Ainsi, son implication dans les 2 phases de l’HSC est plutôt dépendante de 

ses fonctions innées, notamment la production de cytokines, de protéases et de FRO nécessaires 

pour une activation optimale des DC. Plus récemment, une étude a mis en évidence l’importance de 

l’expression de l’aquaporine 9 par les neutrophiles pendant la phase de sensibilisation de l’HSC. 

Cette étude a aussi montré que les neutrophiles acquièrent une expression des molécules du 
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complexe majeur d’histocompatibilité (CMH II), CD80 et CD86 suite à la sensibilisation (258). Ce 

dernier résultat permet de faire l’hypothèse que le neutrophile pourrait agir comme cellule 

présentatrice d’antigène dans l’HSC. 

 Enfin, une étude récente a dévoilé un rôle pour les cellules T dermiques  γδ dans le recrutement des 

neutrophiles pendant la phase d’élicitation via la sécrétion d’IL-17 (259). 

L’analyse de l’historique des études portant sur les fonctions du neutrophile dans l’HSC (Figure 

21), prouve que le potentiel de cette cellule ne doit pas être sous-estimé dans un contexte T-

dépendant. L’absence du neutrophile dans l’HSC a un impact direct sur la maturation des DC et le 

recrutement des LT spécifiques. L’infiltration de la peau par les neutrophiles constitue donc une 

étape clé dans  l’orchestration de la réponse immunitaire et ainsi pourrait être considérée comme 

une cible thérapeutique pour le contrôle des allergies cutanées.  

Figure 21 : Historique des études portant sur le rôle du neutrophile dans l’HSC.  
La flèche rectiligne représente les études principales formant le point de départ pour les études placées sur le 
demi-cercle fléché.  
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3. Implication de Nrf2 dans la réponse immunitaire innée aux sensibilisants 
chimiques cutanées 

Cette troisième partie de l’étude bibliographique est rédigée en anglais, sous forme de revue 

destinée à la publication. Elle introduit le facteur de transcription Nrf2 et se focalise sur son rôle 

protecteur dans la régulation de la réponse inflammatoire cutanée aux molécules chimiques 

allergisantes. 

 

Résumé 

La peau forme une barrière physique et immunitaire qui protège les organes internes des agressions 

environnementales. L'exposition aux produits chimiques représente une source de perturbation pour 

l'homéostasie de la peau. En particulier, les molécules chimiques allergisantes  peuvent agir comme 

des haptènes et déclencher une réponse immunitaire spécifique. En première ligne de défense, les 

cellules immunitaires innées orchestrent la réponse cutanée contre les molécules chimiques 

allergisantes qui élucident les voies oxydatives et inflammatoires. En parallèle, la voie Nrf2/Keap1 

joue un rôle clé dans la régulation du stress oxydant via l’activation de la transcription d’une 

batterie de gènes cytoprotecteurs. Ces derniers sont fortement impliqués dans l’élimination des FRO 

et dans la détoxification cellulaire. Nrf2 peut ainsi contribuer à l’homéostasie de la peau  

principalement via la régulation du stress oxydant.  Les molécules chimiques allergisantes activent 

Nrf2 dans les différentes cellules immunitaires innées de la peau, y compris les cellules de 

Langerhans, les kératinocytes et les cellules dendritiques. Plusieurs études suggèrent que Nrf2 est 

capable de réguler la réponse inflammatoire cutanée en réponse à ces molécules, mais les 

mécanismes de la régulation sont mal connus et semblent être dépendants de la composante 

oxydante. Dans cette revue, nous soulignons le rôle de Nrf2 dans le contrôle de la réponse 

immunitaire innée de la peau aux molécules chimiques allergisantes en soulignant son rôle anti-

inflammatoire dans l’HSC. 
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Nrf2 involvement in the chemically-induced skin innate immunity 
 

Abstract 

Exposure to chemicals represents a disturbance source for skin homeostasis. In particular, chemical 

sensitizers could act like haptens and triggers an inflammatory immune response. In the defense line, 

innate immune cells orchestrate skin response against chemical sensitizers that elucidate oxidative 

and inflammatory pathways. In parallel, Nrf2/Keap1 pathway is a major regulator of cellular 

oxidative stress having a ubiquitous expression. In response to chemical sensitizers, Nrf2 is 

activated in the different skin innate immune cells including Langerhans cells, keratinocytes and 

dendritic cells. In this context, Nrf2 shows a strong protective capacity through the downregulation 

of the oxidative stress and the inflammatory pathways. For the purpose of this review we underline 

the role of Nrf2 in the control of the innate immune skin response to chemical sensitizers. 

 

3.1. Cutaneous innate immunity 

Long ago, the skin was considered as a passive physical barrier protecting the internal organs from 

environmental assaults. In 1978, Streilein proposed that skin has its own integrated immune 

function and introduced the term of skin-associated lymphoid tissues “SALT”. He suggested that 

this specialized function is mediated by keratinocytes, Langerhans cells and immune-competent 

lymphocytes working in concert to ensure an efficient protection (260,261). Unlike adaptive 

immunity, the innate response does not refer to a specific recognition of antigens, but rather come 

into play immediately or very early against nonself-antigens. Innate cells are the frontline of 

immune protection against invading pathogens. They are equipped with a large variety of pattern-

recognition receptors (PRR) including Toll-like receptors (TLRs), nucleotide binding 

oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs) and RNA helicases (RIG-I (retinoid acid-

inducible gene-I) that detect both pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and damage-

associated molecular patterns (DAMPs). Recognition of these molecular patterns by PRRs induces 

the activation of intracellular signaling pathway resulting in the release of pro-inflammatory 
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cytokines mainly via the TLR-dependent signaling pathway (262,263). Main resident innate 

immune cells, such as Langerhans cells and keratinocytes in the epidermis or dendritic cells (DC) 

subpopulations, mastocytes and macrophages in the dermis, supervise the most exposed organ to 

danger signals and orchestrate the immune response. Initiation of chemokine release by resident 

cells leads to a rapid recruitment of circulating immune cells, mainly neutrophils and pro-

inflammatory monocytes (236). 

 

3.1.1. Principal resident and recruited innate immune cells 

Keratinocytes 

Although they form a complex and well-structured physical barrier constituting 90% of the 

epidermis, it is well established that keratinocytes play a major role in skin immunity, as a 

connector between environmental signals and the underlying immune cells (264,265). In particular, 

keratinocytes can detect pathogens via their TLR (266) and  produce antimicrobial peptides (AMPs) 

such as cathelicidin and β-defensins (267). In addition, keratinocytes can produce several 

chemokine such as CCL1, CCL2, CCL5, CCL11, CCL13, CCL17, CCL18, CCL20 and CCL22; as 

well as pro-inflammatory cytokines such as IL-1β and IL-18 (268,269). Interestingly, a recent study 

revealed that keratinocyte could produce IL-23 known to orchestrate chronic skin inflammation in 

psoriasis (270). Another study has demonstrated that human keratinocytes are more competent in 

inflammasome activation than murine keratinocytes (271). 

Langerhans cells 

Discovered by Paul Langerhans in 1868, Langerhans cells (LC) are antigen presenting cells 

deriving from the monocytic lineage and represents 2 to 4% of the epidermis (272,273). Not long 

ago, LC were defined as epidermal DC that migrate to the draining lymph node and prime antigen-

specific T. Nowadays, LC are considered to be a  subset of tissue-resident macrophages that share 

key properties with macrophages such as embryonic origin and their capacity to self-renew within 

the epidermis (274,275). LC are characterized by their expression of langerin (CD207), a C-type 
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lectin receptor (CLR) required for antigen recognition and internalization that result in the 

formation of Birbeck granule (276). While LC capacity to cross-present antigens to CD8+ T cells 

remains a topic of debate (277–279), it is proven that LC ensure immune tolerance and protection in 

contact hypersensitivity (CHS) through the inhibition allergen-specific CD8+ T cells and the 

activation of specific regulatory T cells expressing the inducible T-cell co-stimulator (ICOS) (280). 

Moreover, recent study has demonstrated that LC are necessary for the expansion of polyclonal 

regulatory T cells dependently from IL-2 in a CD4+ T cell-mediated autoimmune model (281). 

Dendritic cells 

Skin DC are specialized cells that recognize and process antigens in the skin and then migrate to the 

draining lymph nodes to promote a T effector response. Therefore, immune synapse formation 

requires a high expression of the co-stimulatory molecules CD80 and CD86 that orientate the 

differentiation of T helper (Th) cells (282). Skin DC present many subtypes such as dermal DC 

(dDC), conventional DC (cDC) and monocyte-derived DC (mDC) (283,284). dDC represents the 

major DC population in the skin and could be divided into two populations: Langerin+ dDC that 

coexpress the CD103 in mice or CD141high in humans and Langerin- dDC in mice or CD14-/CD1a+ 

in humans (285). Langerin+ dDC and not LC play a key role in inducing immune response and 

present a unique cross-presentation capacity among skin DC populations  (279,286,287).  Recent 

study has uncovered a critical role for skin-resident T cells in the modulation of dDC migratory 

behavior in response to tissue self-antigens (288). In parallel, using CHS assay, it has been 

demonstrated that the expression of the gap junction protein Connexin43 is critical for a directed 

DC migration toward CCL21 (289). 

Macrophages and monocytes 

Macrophages are antigen-presenting cells better recognized for their innate functions, in particular their 

heterogeneity-defining phagocytic capacity during pathogens infection and tissue damage (290). Skin-

resident macrophages have an embryonic origin and are self-maintained through proliferation, while 
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infiltrating macrophages derived from Ly-6Chi inflammatory monocytes. Nevertheless, monocytes could 

enter the skin in the steady state and give rise to macrophages or DC, or regain the circulation without 

any differentiation (291). Resident macrophages could be classically activated (M1) through PRR 

signaling pathways triggering the production of pro-inflammatory cytokines such as IL-12, TNF and IL-

23. Moreover, macrophages could be alternatively activated during Th2-mediated immune responses 

under the influence of IL-4 and IL-13 (268,292). These alternatively activated macrophages, referred to 

as regulatory M2 macrophages, could display distinct functions and phenotypes according to their origin, 

but  generally promote the resolution of skin inflammation partly via IL-10 and transforming growth 

factor-β (TGFβ) secretion (293,294). In CHS, M2 macrophages secrete CXCL2 to attract dDC leading 

to an accumulation of DC–T cell clusters in skin, therefore depletion of monocytes/macrophages before 

elicitation suppresses the inflammatory response (257,295).  

Neutrophils 

The rapid recruitment of neutrophils into the skin is a key protection mechanism against infections. 

In line with resident cells activation, in particular keratinocytes activation, neutrophils infiltrate the 

skin toward inflammatory mediators such as IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF, CXCL1 and CXCL8 (268). 

Although neutrophils ensure an efficient protection against pathogens, their inappropriate activation 

could be responsible for severe skin inflammatory and autoimmune diseases (296). Neutrophils 

secrete IL-17 in psoriasis, affecting thus the IL-23/IL-17 axis balance and maintaining the positive 

feedback loop of cutaneous inflammation (297,298). Although recent studies have evidenced that 

skin infiltration by neutrophils during both phases of CHS is essential to induce an inflammatory 

response, their involvement in antigen presentation is still debated (247,256,258). 
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3.2. Skin exposure to chemical sensitizers 

3.2.1. Allergic contact dermatitis 

Skin is frequently exposed to chemical stress representing a novel range of molecules that could 

directly or indirectly challenge its immune components and may lead to hypersensitivity reactions. 

Allergic contact dermatitis (ACD) is a common inflammatory disease due to skin sensitization by 

chemical allergens. CHS is a well-accepted mice model of ACD reproducing the multi-step process 

of skin sensitization and elicitation in human ACD. It is a frequent manifestation of immune 

hypersensitivity, in contrast to irritant contact dermatitis (ICD) that result from a direct toxic effect 

of chemical agents on keratinocytes without specific immune mechanisms (299). The growing 

prevalence of ACD, approximately 15%-20%, is associated with an increased exposure to 

environmental and industrial products (212,241). Chemical sensitizers constitute an important group 

of low molecular weight contact allergens (MW < 500 Dalton) and behave as haptens, that could be 

inorganic such as nickel ion and cobalt, or organic usually found in fragrances, adhesives, 

preservatives and dyes (213,300). Complete haptens are highly reactive electrophilic molecules that 

bind directly to self-proteins reactive nucleophilic chains, while pro- and pre-hapten require further 

activation and chemical transformation to become reactive. Several factors drive protein 

haptenation within skin proteome including the nucleophicity, steric hindrance, competition for 

binding and local pH (301).  

It is well established that following first skin penetration during the asymptomatic sensitization 

phase, haptens should bind to skin proteins in order to become immunogenic. Haptens or haptenated 

conjugates can induce oxidant stress response in skin resident immune cells participating in their 

activation. Subsequently, LC and dDC process the conjugates and migrate to the draining lymph 

node to prime hapten-specific T cells with a preferential Th1 or Th17 polarization. The elicitation 

phase of ACD results from second exposure to the same hapten and leads to skin infiltration by 

cytotoxic T cells secreting interferon-gamma (IFN-ɣ), killing the haptenized cells and contributing 

to keratinocytes apoptosis (302).  
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3.2.2. Haptens recognition by skin cells   

The sensitization potential of haptens critically depends on their irritancy, considered as necessary 

to promote stress responses and to supply innate immune cells with further danger signals (213,240). 

The direct hapten-induced inflammation, called xenoinflammation, produce DAMPs that are 

endogenous danger signals including hyaluronic acid (HA) fragments, heat shock proteins, uric acid 

and extracellular ATP (303,304). Interestingly, mice deficient in both TLR2 and TLR4 failed to 

develop CHS even in the absence of bacterial flora. Thus, endogenous host-derived signals are 

sufficient and required to engage TLR2 and TLR4 in response to chemical sensitizers (305). 

Moreover, recent study has revealed that TLR3 signaling participates in the induction of chronic 

CHS (306).  Upon their penetration, chemical sensitizers induce ROS production in the skin, 

participating in the breakdown of the extracellular matrix (ECM) (303). Among the released 

endogenous signals, ROS- and hyaluronidase-dependent HA degradation may lead to TLR2- and 

TLR4-mediated DC activation (303). In addition, PRRs could be quite valuable for direct hapten 

recognition by skin cells. The best example being that of nickel ion, known for its capacity to 

engage two non-conserved histidine residues in human TLR4, absent in mice TLR4 (307). As for 

NOD-like receptors, they have shown significant capacity to activate the innate immunity through 

the formation of the multi-protein complexes called inflammasomes. A functional inflammasome 

could activate the caspase-1 leading to the cleavage of the pro-inflammatory cytokines IL-1β and 

IL-18 into their bioactive forms (308). Different mice models have supported the involvement  of 

inflammasome activity in skin innate response to chemical sensitizers (309,310). Importantly, 

NLRP12−/− mice display deficient inflammatory response to either oxazolone or fluorescein 

isothiocyanate (FITC) with a reduced DC migration capacity, while LC migration is impaired in 

caspase-1-/- mice exposed to the 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (DNFB) (254,309). Given the 

importance of DC/LC migration in CHS, NLR/caspase activity seems to provide secondary 

inflammatory signals ensuring DC/LC full activation. Besides PRRs recognition, proteomic-based 

approaches are nowadays suggesting that chemical sensitizers may trigger intracellular signaling 
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pathway via direct interaction with cellular proteins. For example, FITC activates p38 and c-Jun N-

terminal kinase (JNK) pathways through direct haptenation of specific amino acid residues within 

critical intracellular proteins in THP-1 cells (human leukemic monocyte) (311). Other molecules 

like DNFB, induces ROS production through direct interaction and depletion of cytoplasmic 

glutathione (GSH) in THP-1 cells (312). 

3.3. Skin gets by with a little help from Nrf2 

3.3.1. Nrf2 in oxidative/xenobiotic stress 

As stated previously, redox homeostasis could shape the innate immune response to chemical 

sensitizers and protect against inflammation. Among the signaling pathways that are redox sensitive, 

we can mention nuclear factor-kappa B (NF-kB), mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and 

thioredoxin (313–315). Up to now, Nrf2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2) is considered 

as the master cytoprotective transcription factor that regulates cellular oxidative stress and could 

particularly drive detoxification and excretion mechanisms of both organic xenobiotics and toxic 

metals (316,317). Given its protective functions, an evolutionary conservation of Nrf2 has been 

defined in vertebrates, with a protein homology ranging from 49% in zebrafish to 89% in cows 

when compared to humans (318).  Nrf2 activity is tightly regulated by its cytosolic repressor Kelch-

like ECH-associated protein 1 (Keap1). At basal state, Nrf2 binds on the ETGE and DLG motifs 

two molecules of Keap1, that are linked to the ubiquitination ligase Cullin-3 (Cul-3). This latter 

promotes Nrf2 ubiquitination followed by its proteasomal degradation with a half-life of 20 minutes 

approximatively. Following an exposure to oxidants or electrophilic stress, Nrf2 escaped the 

degradation and is mainly activated after specific modification of Keap1 cysteine thiols. 

Subsequently, Nrf2 undergoes a critical post-translational phosphorylation and translocates into the 

nucleus where it forms a complex with small Maf protein and binds to DNA in a specific sequence 

called antioxidant response element (ARE). In consequence, Nrf2 initiates the transcription of a 

battery of cytoprotective genes such as NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 (nqo1), heme 

oxygenase 1 (ho-1), glutathione S-transferase (gst), catalase, superoxide dismutase (sod) and 
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glutamate-cysteine ligase modifier subunit (gclm) (316,319,320) (Table 3). Among Nrf2 

downstream targets, nqo1 is one of the most robustly inducible genes and its activation is strictly 

dependent from Nrf2 (321). Several Nrf2 activators have been identified, with a barn capacity to 

modify specific cysteines in Keap1 that is known to be a cysteine-rich protein with more than 25 

cysteine residues. For instance, sulforaphane (SFN) is an isothiocyanate compound derived from 

cruciferous vegetables (such as broccoli) used as a pharmacological activator of Nrf2 (322) . SFN 

has a preference to modify the cystein151 leading to an alteration in the Keap1-Nrf2-Cul3 complex 

conformation and to further stabilization and accumulation of Nrf2 (323).  Although SFN could 

exert neuroprotective, anti-inflammatory, and anticancer effects, Nrf2 activation may be diverted by 

cancer cells to promote a certain resistance to drug and escape immune surveillance (324–328). 

Table 3 : Principal functions of five antioxidant enzymes encoded by Nrf2 target genes. 

 

3.3.2. Nrf2 in inflammation: crosstalk with NF-kB and inflammasomes 

Both NF-kB and inflammasomes are key inflammatory pathways mediating immune responses in 

infection and inflammation. IκB, the negative regulator of NF-kB transcription factor, is 

phosphorylated by IκB kinase (IKK) during oxidative stress, leading to the release and nuclear 
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translocation of NF-kB. The latter induces the transcription of pro-inflammatory mediators such as 

IL-6, TNF-α and cyclooxygenase-2 (COX-2) (329). Nrf2 and NF-kB signaling pathways interact 

via multiple mechanisms. It has been demonstrated that Keap1 mediates IKK proteasomal 

degradation leading to NF-kB inhibition. This could result in a competitive binding between Nrf2 

and IKK with Keap1 (330). The increased HO-1 activity that depends on Nrf2 activation, also 

participates in NF-kB inhibition (331). In parallel, the canonical NF-kB subunit p65 can alter Nrf2 

pathway. Indeed, overexpression of p65 leads to the translocation of Keap1 into the nucleus and the 

disruption of Nrf2-ARE interactions (332). In addition, p65 and Nrf2 competes for the 

transcriptional co-activator CBP (CREB-binding protein) that acetylates non-histone proteins to 

improve assembly of the transcriptional machinery. Therefore, knockdown of p65 reduces Nrf2 

deprivation from CBP (333) (Figure 22).  

NF-kB activation is required for NLRP3 inflammasome priming, while Nrf2 activation could inhibit 

both pathways to limit inflammation. The NLR family, pyrin domain containing 3 (NLRP3) 

inflammasome is a multiprotein complex that senses danger signals including PAMPs, DAMPs and 

ROS. The activation of NLRP3 mediates IL-1β secretion followed by the process of cell death known 

as pyroptosis (334). Nrf2 reduces ROS levels through the activation of antioxidant target genes and 

inhibits NLRP3 priming. Indeed, a recent study has evidenced that Nrf2 is a key inhibitor of NLRP3 

inflammasome via the activation of the thioredoxin1 in cerebral ischemia reperfusion injury (335). Last, 

the multi-domain protein p62 provides a critical link between Nrf2, NF-kB and NLRP3 inflammasome 

pathways. Nrf2 and NF-kB contribute to p62 induction in oxidative stress, while p62-mediated positive 

feedback loop supports NF-kB as well as Nrf2 activation through the autophagosomal degradation of 

Keap1. However, p62 inhibits the NRLP3 inflammasome (336,337). Thus, p62 protein maintains a 

cellular homeostasis to ensure resistance to redox stress and inflammation dependently from Nrf2. 

Altogether, Nrf2 participates in the control of inflammation through inhibitory crosstalk with the two 

key inflammatory pathways NF-kB and NLRP3 inflammasome (331,336). 
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Figure 22 : Crosstalk between Nrf2 and NF-kB transcription factors.  
Both pathways are sensitive to oxidative stress that induces their activation. Nrf2 antagonizes NF-kB activation 
through IKK proteasomal activation and HO-1 activity end-products. In parallel, NF-kB downregulates Nrf2 
via p65-mediated CBP deprivation as well as p65-induced Keap1 nuclear translocation. Nrf2 and NF-kB are 
regulated antagonistically. If Nrf2 predominates, it decreases inflammation and oxidative stress through 
activation of antioxidant enzymes. When NF-kB predominates, it leads to pro-inflammatory mediators 
secretion and maintains the oxidative stress. 

 

3.3.3. Regulation of skin innate immunity by Nrf2 

Nrf2 is a key transcription factor required for skin homeostasis mostly through modulation of the 

redox balance. Indeed, the electrophilic property of chemical sensitizers promotes the activation of 

Nrf2 in the skin. Nrf2 is ubiquitously expressed but can modulate innate immune cells activation 

and function in different ways. Using a model of normal human epidermal keratinocytes (NHEK), it 

has been demonstrated that Nrf2 improves keratinocytes differentiation through the upregulation of 

specific differentiation markers such as loricrin and keratin 10 (338). Interestingly, recent study has 

revealed that Nrf2 expression in keratinocytes ensures a rescue effect on UV-induced  DNA damage 

and apoptosis in melanocytes (339). Furthermore, Nrf2 activation increases IL-36γ expression in 

keratinocytes leading to an increased proliferation (340). In psoriasis, Nrf2 is activated in response 

to inflammatory cytokines and enhance the expression of hyperproliferation-related keratins (341). 

Few studies have focused on the role of Nrf2 in keratinocyte immune response to chemical 

sensitizers, in particular its effect on cytokine production. Nevertheless, given its importance in 
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sensing chemical stress, evaluation of Nrf2 activation in keratinocytes in vitro models becomes a 

useful tool participating in the prediction of chemicals skin sensitization potential (342,343).  

In contrast, numerous studies have specifically investigated Nrf2 role in DC response to chemical 

sensitizers in different cell models. We have demonstrated that chemical sensitizers such as nickel, 

dinitrochlorobenzene (DNCB) and cinnamaldehyde (CinA) were able to increase Nrf2 protein level 

in CD34-DC and THP-1 cells (considered as human monocytic cells) associated with an up-

regulation of target genes ho-1 and nqo1, while irritants such as SDS and benzalkonium chloride 

(BZK) failed to induce Nrf2 accumulation. A positive correlation between Nrf2 target genes 

induction and chemical reactivity to cysteine has been established; however lysine-reactive 

chemicals were unable to activate Nrf2. These results proved that chemical reactivity of contact 

sensitizers provides necessary danger signals for DC Nrf2-dependent activation (344,345). The use 

of Nrf2 knock-out mice allowed pinpointing the specific effects of Nrf2 in DC response to chemical 

sensitizers. Indeed, using a proteomic approach, we identified a set of Nrf2-dependent and Nrf2-

independent promising biomarkers that are regulated in hapten-induced DC activation. Thus, 7 

ARE-containing Nrf2 targets were described relevant in response to chemical sensitizers: HSPA9, 

voltage-dependent anion-selective channel protein 1 (VDAC1), glutathione S-transferase omega-1 

(GSTO1), ferritin light chain 1 (FTL1), peroxiredoxin 1 (PRDX1), SOD2 and transketolase TKT 

(346). Then using as transcriptional approach, we showed that the lack of Nrf2 in bone marrow-

derived DC (BMDC) prevents the up-regulation of antioxidant genes in response to DNCB and 

CinA leading notably to a higher production of ROS and reduced levels of intracellular GSH. 

Furthermore, Nrf2 was able to control the chemically-induced apoptotic pathways in DC, through 

the up-regulation of bcl-2 gene expression (347). Far from chemical sensitizers, the majority of 

studies in different inflammatory contexts revealed that Nrf2 downregulates DC activation, notably 

the expression of co-stimulatory molecules such as CD86 and CD80 and affects the subsequent 

activation of T cells (348–351).  
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Although Nrf2 may play a pivotal role in all skin immune cells populations, only its involvement in 

DC response to chemical sensitizers was widely investigated, while its implication in other population 

such as LC, macrophages and neutrophils,  remains underappreciated. One question raises in all cases: 

does the anti-inflammatory role of Nrf2 could be independent from its capacity to regulate the 

oxidative stress? The best answer could be found in the study of Nrf2 implication in macrophages 

biology. A breakthrough study revealed that Nrf2 directly counteracts the transcription of pro-

inflammatory cytokine genes revising a long-held view that Nrf2 regulates inflammation by redox 

control. This study provides a chromatin immunoprecipitation (Chip-seq)-based molecular approach 

suggesting that Nrf2 binds to the proximity of IL-6 and IL-1β gene transcription start site, interfering 

thus with the recruitment of RNA polymerase chain. In contrast to the classically adopted hypothesis, 

this mechanism is totally independent from ROS levels and ARE, and is not a  simple consequence to 

anti-oxidant upstream event (352). In line with these data, Nrf2 has the capacity to up-regulate the 

expression of the macrophage receptor with collagenous structure (MARCO) and CD36, two 

scavenger receptors that are highly required for bacteria phagocytosis and elimination of apoptotic 

neutrophils respectively, promoting thus the resolution of inflammation (353–356).  

Although clear evidence about Nrf2 implication in macrophages functions has emerged, its 

involvement in neutrophils biology remains a topic of debate. Many studies have argued a correlation 

between Nrf2 activation in neutrophils and the modulation of their hyper-reactive phenotype in 

inflammatory contexts such as sepsis and chronic periodontitis (357–359). To go up a level in this 

setting and replace correlations by evident proof, a transgenic mice model displaying Nrf2-specific 

deletion in myeloid cells was recently created. Interestingly, high Nrf2 mRNA levels were quantified 

in neutrophils of the wound tissue and of the blood, 10-fold higher than in monocytes and 

lymphocytes. Surprisingly, Nrf2 deletion in myeloid cells doesn’t exacerbate the inflammatory 

response or alter the wound healing capability in mice (360). These striking results may put into 

question the existing correlations concerning Nrf2 role in neutrophils and suggest that these 

inflammatory cells possess redundant and alternative anti-oxidant mechanisms. Nevertheless, 
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neutrophils are among the first cells to be recruited to chemically-treated skin in response to resident 

cells secreted chemokines (247). Thus, their recruitment and their state of activation may indirectly 

rely on Nrf2 expression in skin resident cells.  

Altogether, this review highlights that Nrf2 is key regulator of innate immune cells, in particular the 

most common pathway induced by chemical sensitizers (Figures 23,24). Consistently, Nrf2 is 

actually considered as a key biomarker able to differentiate sensitizers from non-sensitizers chemicals. 

Furthermore, the important need for alternatives to animal testing, led to the development of a 

keratinocytes-based in vitro assay, relying on Nrf2 activation as a key event to identify sensitizers 

(342,361). Although numerous toxicological studies have characterized at the molecular level the 

underlying mechanisms in the principal skin cells (keratinocytes and DC), few immunological studies 

took into consideration the complexity of interactions between the different actors of the immune 

system that could drive response to chemical sensitizers in an unpredictable way. To overcome the 

lack, our group addressed the question in vivo, using a Nrf2 knock-out model. In response to moderate 

and strong chemical sensitizers, CinA and DNCB respectively, Nrf2 decreases skin inflammation 

during the elicitation phase of CHS in a concentration-dependent manner. Indeed, the mouse ear 

swelling test showed approximatively 2-fold higher percentage of ear thickness increase, 48 h after 

challenge. Moreover, using the local lymph node assay (LLNA), we detected a more important 

proliferation of lymph nodes cells during the sensitization phase of CHS, suggesting that Nrf2 

controls activation and migration of skin DC. This exacerbated proliferation was not observed 

exclusively in response to DNCB and CinA that react specifically with cysteine residues, but also in 

response to trimethylaluminium (TMA) that reacts with lysine residues and to mixed reactive 

compound like isophorone diisocyanate (IPDI). Interestingly, Nrf2 was also able to regulate skin 

irritation in response to chemical irritants that fail to induce Nrf2 in cell models, revealing that such an 

ideal substitute for animal models is yet to exist (362). This last result is in accordance with a recent in 

vivo study showing the Nrf2 target gene nqo1 controls skin irritation in response to croton oil through 

the protection and maintenance of dendritic epidermal T cells (DETC) (363). 
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Figure 23 : Role of Nrf2 in the principal skin innate immune cells including keratinocytes, 
dendritic cells and macrophages. 

Figure 24 : Nrf2 stabilization and anti-inflammatory effects following immune cells exposure to 
chemical sensitizers.  
In homeostatic conditions, Nrf2 is continuously repressed by the Keap1-Cul3 complex and ubiquinylated. 
Exposure to chemical sensitizers (CS) activates Nrf2/Keap1 pathway through different ways: 1) ROS-mediated 
activation resulting from CS irritancy and degradation of extracellular matrix (ECM), 2) direct chemical 
modification of Keap1, 3) TLR-dependent activation. Thus, modifications on Keap1 lead to Nrf2 stabilization and 
phosphorylation. Nrf2 translocates then to the nucleus where it binds to ARE sequences promoting the 
transcription of antioxidant genes and inhibiting the transcriptional activity of several genes encoding pro-
inflammatory cytokines. 
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Recently, we have proven in vivo that DNCB activates Nrf2 target genes in skin cells and regulates 

the transcription of genes encoding inflammatory cytokines such as IL-1β and CCL20. Furthermore, 

Nrf2 knock-out mice display a rich chemokine microenvironment associated with an uncontrolled 

recruitment of neutrophils and monocytes. We have also demonstrated for the first time that 

macrophages could play a critical Nrf2-dependent role in the chemically induced skin inflammation 

(unpublished data).  

 

3.4. Future directions 

Taken together, Nrf2 is a major regulator in skin response against chemical sensitizers. These latter 

trigger inflammatory responses in skin innate immune cells associated with Nrf2 activation. 

Consequently, a battery of cytoprotective enzymes counterbalances the cellular oxidative stress 

mainly through ROS elimination. Although Nrf2 downregulates pro-inflammatory cytokines 

pathways in macrophages via direct gene regulation, further studies are required to better 

understand the mechanism of Nrf2 contribution in other skin innate immune cells. Nowadays, there 

is a growing interest in new pertinent tests to evaluate the sensitization potential of frequently-used 

chemicals that are flooding the market every day, with new potential sensitizers. On the other hand, 

several Nrf2 activators are proving anti-inflammatory protective effect in clinical trials. Thus, the 

importance of Nrf2 emerges not only in risk assessment but also as a potential therapeutic target 

against the chemically-induced skin inflammation.  
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III. ÉTUDE EXPERIMENTALE 
 

1. Objectifs du travail 

Le neutrophile est une cellule inflammatoire connue pour son pouvoir antimicrobien, mais ses 

mécanismes de défense doivent être finement régulés pour éviter les dommages tissulaires. Le 

neutrophile joue aussi un rôle crucial dans les réponses inflammatoires stériles comme dans la DAC. 

Cette dernière est une pathologie inflammatoire cutanée fréquente due à des expositions répétées à 

une molécule allergisante. Notre équipe a précédemment montré que le facteur de transcription Nrf2, 

régulateur clé du stress oxydant cellulaire, joue un rôle protecteur dans l’allergie cutanée. De même, 

de nombreuses études ont mis en évidence le rôle protecteur et anti-inflammatoire de Nrf2 dans les 

cellules immunitaires, notamment les macrophages et les cellules dendritiques. 

 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés à l’implication du facteur de transcription 

Nrf2 dans la biologie du neutrophile. Dans un premier temps, nous avons étudié la capacité de Nrf2 

à réguler les fonctions du neutrophile in vitro. Puis nous avons exploré les mécanismes par lesquels 

Nrf2 inhibe l’allergie cutanée dans un modèle in vivo, en nous focalisant sur sa capacité à contrôler 

le recrutement et l’accumulation des neutrophiles à la peau. 

 

Dans la première partie expérimentale, les fonctions des neutrophiles isolés de la moelle osseuse 

de souris sauvages et de souris déficientes en Nrf2 ont été comparées. Ainsi nous avons évalué 

l’activation et l’activité anti-oxydante de Nrf2 dans les neutrophiles. Ensuite nous avons étudié son 

implication dans la régulation des fonctions principales du neutrophile : la production des FRO, la 

nétose, la production des cytokines pro-inflammatoires, la phagocytose et la migration. Le but de ce 

travail a été d’évaluer l’effet anti-inflammatoire de Nrf2 dans le neutrophile en identifiant les 

fonctions affectées en son absence. Cette partie s’est intégrée dans le cadre de l’identification de 

nouvelles voies immuno-modulatrices potentielles contrôlant l’hyper-activation des neutrophiles et 
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permettant de limiter les dégâts qui peuvent en résulter au cours des pathologies inflammatoires. 

Dans la deuxième partie expérimentale, nous nous sommes penchés sur le rôle de Nrf2 dans la 

régulation des événements immunitaires précoces dans l’allergie cutanée, notamment le recrutement 

des neutrophiles. L’HSC a servi de modèle expérimental de la DAC. Ainsi, nous avons comparé la 

réponse immunitaire de souris sauvages et de souris déficientes en Nrf2 au cours des premières 

heures suivant le premier contact de la peau avec le DNCB. En particulier, nous avons quantifié le 

recrutement et analysé le phénotype des neutrophiles, monocytes, macrophages et DC.  De même 

nous avons exploré le microenvironnement cutané pour comprendre l’impact de Nrf2 sur certaines 

voies transcriptionnelles impliquées dans la régulation du stress oxydant, la réparation tissulaire et 

la production de cytokines. Cette partie a permis de décrire une série d’évènements moléculaires et 

cellulaires régulés par Nrf2 au cours de la réponse immunitaire précoce aux molécules chimiques 

allergisantes. Cette approche a principalement souligné le rôle de Nrf2 dans la régulation du 

recrutement des neutrophiles lors de la phase de sensibilisation de l’HSC, étroitement liée au 

développement de la réponse adaptative au cours de la phase d’élicitation.  

 

Ces travaux fondamentaux ont pour but de proposer des axes thérapeutiques basés sur les 

connaissances concernant l’implication de Nrf2 dans les fonctions du neutrophile, principalement 

dans les réactions inflammations cutanées.  
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2. Résultats expérimentaux 

 

2.1. Manuscrit 1 : Nrf2 diminue l’activation des neutrophiles en réponse au 

zymosan et module la migration 

 

2.2. Manuscrit 2 : Nrf2 régule le recrutement et l’accumulation des 

neutrophiles au cours de l’hypersensibilité de contact 
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2.1. Manuscrit 1 : Nrf2 diminue l’activation des neutrophiles en réponse au zymosan et 
module la migration 

Résumé de l’article 1 (soumis dans Plos one) 

Les polynucléaires neutrophiles constituent la première ligne de défense contre les pathogènes et 

leur activation doit être strictement régulée afin d’éviter des effets délétères. Le facteur de 

transcription Nrf2 régule le stress oxydant et/ou diminue les fonctions inflammatoires dans 

différentes cellules telles que les cellules dendritiques et les macrophages. Cependant, peu de 

données sont disponibles en ce qui concerne son implication dans la biologie du neutrophile. 

Nous avons donc étudié le potentiel rôle protecteur de Nrf2 dans les fonctions du neutrophile, telles 

que l’explosion oxydative, la nétose, la migration, la production de cytokines et la phagocytose, 

principalement en réponse au zymosan. Nous avons montré que ce dernier induit une accumulation 

de Nrf2 dans les neutrophiles, permettant l’activation de certains gènes cibles, notamment ho-1, 

nqo1 et catalase. Ainsi, Nrf2 diminue l’explosion oxydative induite par le zymosan; l’activation 

préalable de Nrf2 par le sulforaphane confirme bien son implication. De même, Nrf2 diminue la 

transcription des gènes codant pour le TNFα et le CCL3 en réponse au zymosan, suggérant un rôle 

pour Nrf2 dans la régulation de la production de cytokines proinflammatoires. Cependant, Nrf2 

n'est pas impliqué dans la nétose, ni dans la phagocytose. En absence de Nrf2, la migration 

spontanée des neutrophiles semble affectée. En outre, la capacité migratoire des neutrophiles en 

réponse aux chimiokines CXCL2 et CXCL12 est moins importante dans les neutrophiles déficients 

en Nrf2, malgré une expression normale des récepteurs CXCR2 et CXCR4 et un niveau normal 

d’ATP. Nrf2 semble donc nécessaire pour une migration optimale. 

L’ensemble de ces résultats suggère que Nrf2 joue un rôle protecteur et anti-inflammatoire dans les 

neutrophiles. En particulier, il régule négativement leur activation en réponse au zymosan et s’avère  

nécessaire pour une migration adéquate. 
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Abbreviations 

BM  Bone marrow 

DC  Dendritic cell 

GILZ  Glucocorticoïd-induced leucine zipper 

GPx  Glutathione peroxidase 

HO-1  Heme oxygenase-1 

IL-  Interleukin 

Keap 1  Kelch-like ECH-associated protein 1 

MPO  Myeloperoxidase 

NET  Neutrophil extracellular traps 

NOX2  NADPH oxidase 2 

NQO1  NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 

Nrf2  Nuclear factor (erythroïd-derived 2)-like 2 

PMN  Polymorphonuclear neutrophils 

ROS  Reactive oxygen species 

SFN  Sulforaphane 

TLR  Toll-like receptor 

TNFa  Tumor necrosis factor a 
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Abstract 

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are the first line of defense against pathogens and their 

activation needs to be tightly regulated in order to limit deleterious effects. Nrf2 (Nuclear factor 

(erythroid-derived 2)-like 2) transcription factor regulates oxidative stress and/or represses 

inflammation in various cells such as dendritic cells or macrophages. However, its involvement in 

PMN biology is still unclear. 

 Using Nrf2 KO mice, we thus aimed to investigate the potential protective role of Nrf2 in PMN 

various functions such as oxidative burst, netosis, migration, cytokine production and phagocytosis, 

mainly in response to zymosan. We found that zymosan induced Nrf2 accumulation in PMN 

leading to the upregulation of some target genes including ho-1, nqo1 and catalase. Nrf2 was able 

to decrease zymosan-induced PMN oxidative burst; sulforaphane-induced Nrf2 hyperexpression 

confirmed its implication. tnfα and ccl3 gene transcription was decreased in zymosan-stimulated 

Nrf2 KO PMN, suggesting a role for Nrf2 in the regulation of proinflammatory cytokine 

production. However, Nrf2 was not involved in netosis or phagocytosis. Finally, spontaneous 

migration of Nrf2 KO PMN was lower than that of WT PMN. Moreover, in response to low 

concentrations of CXCL2 or CXCL12, Nrf2 KO PMN migration was decreased despite similar 

CXCR2 and CXCR4 expression and ATP levels in PMN from both genotypes. Nrf2 thus seems to 

be required for an optimal migration. 

 Altogether, these results suggest that Nrf2 has a protective role in several PMN functions. In 

particular, it downregulates their activation in response to zymosan and is required for an adequate 

migration. 
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Introduction  

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are the first cells to be mobilized against pathogens present 

in both blood and tissues. They possess a variety of killing mechanisms such as reactive oxygen 

species (ROS) release during oxidative burst, secretion of cytolytic enzymes and cytokines, 

phagocytosis and formation of neutrophil extracellular traps (NETs). They are central players in 

critical illness [1,2] and in chronic inflammation [3]; therefore, their activation needs to be tightly 

regulated to avoid tissue damage. Over the past two decades, a large number of studies have 

evidenced that PMN can also behave like immune-regulatory cells (4,2). Among the recently 

described mechanisms, one can emphasize the following: i) myeloperoxidase (MPO), a key PMN 

enzyme, can decrease mortality in a sepsis model and regulate inflammation [5,6], ii) our group and 

others have described PMN-induced dendritic cells modulation in particular via NETs [7,8], iii) 

NADPH oxidase 2 (NOX2) can limit inflammation in some situations [9] iiii) several inhibitory 

receptors and mediators have been described such as immunoglobulin-like transcript 4 or 

Glucocorticoïd- Induced Leucine Zipper (GILZ) [10,11]. 

Among the antioxidant and cytoprotective factors, nuclear factor (erythroïd-derived 2)-like 2 (Nrf2) 

is a transcription factor known as a master cell protector from ROS and electrophilic insult [12]. At 

basal state, Nrf2 is repressed by its negative regulator kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap 1) 

[13]. Cellular exposure to oxidative stress or electrophiles can alter Keap1 conformation leading to 

nuclear translocation of Nrf2 [14]. Consequently, Nrf2 activates a battery of cytoprotective genes, 

such as nqo1 [NAD(P)H quinone oxidoreductase 1], ho-1 (heme oxygenase-1) and catalase, all 

characterized by their antioxidant response element (ARE) regulatory sequence [12,15]. Typical 

Nrf2 activators, such as sulforaphane (SFN) and tert-butylhydroquinone (tBHQ), interact with 

certain cysteine residues of Keap1 implicating an electrophilic modification [16]. In addition, Nrf2 

can be activated by endogenous inflammatory products such as 15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2 

(15d-PGJ2) and NO-derived products [17]. 
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The Nrf2-Keap1 pathway is involved in dendritic cell (DC) and macrophage functions [18]. In 

particular, we have shown that Nrf2 controls cell death induced by contact sensitizers in DCs and 

upregulates antioxidant genes like gsr, catalase, gpx and nos2 controlling ROS production [19,20]. 

Recently, we participated to the description of Nrf2 involvement in the control of fibrosis and 

autoimmunity during sclerodermia [21]. The absence of Nrf2 in immature DCs (iDCs) raises the 

intracellular levels of ROS and results in an enhanced co-stimulatory receptor expression associated 

with an increased antigen-specific CD8 T cell stimulation capacity [22]. Furthermore, the absence 

of Nrf2 downregulates the phagocytic functions of DCs [22] and macrophages [23,24], in particular 

via CD36 expression (22,24). In addition, Nrf2 downregulates the transcription of pro-inflammatory 

cytokine genes in macrophages such as il-6, il-1b and tnfα, independently of redox control [19,26] 

and is involved in the expansion of suppressive myeloid-derived suppressor cells in steady state and 

during sepsis [27]. 

In contrast to DCs and macrophages, few studies have evaluated the role of Nrf2 in PMN. It has 

been suggested that ROS regulation, one of the major role of Nrf2, could participate in global Nrf2 

anti-inflammatory effect [24]. As Nrf2 activation is one of the ROS regulation pathways (both 

mitochondrial [28] and NOX2 derived-ROS [9,29,30]), it can be assumed that Nrf2 could be a 

potential regulator of NOX2-dependent PMN functions, such as netosis. Indeed, the ex vivo ROS 

production capacity of PMN from Nrf2 Knock-out mice (Nrf2 KO) has been shown to be increased 

during sepsis [24,31], in severe periodontitis [32] or in a model of wound healing [33].  

Our aim was to better understand the role of Nrf2 in the regulation of oxidative burst and several 

other PMN functions. For that purpose, we chose to use zymosan as a stimulus. Indeed, this 

insoluble cell wall preparation from Saccharomyces cerevisiae is known to activate phagocytes 

(TLR-2 and Dectin ligands) via the phosphorylation of p47phox subunit and rac2 activation [34]. 

We thus compared in vitro, several functions of bone marrow (BM)-derived PMN from wild type 

(WT) mice and Nrf2 KO mice. We found that Nrf2 exhibited a protective role in zymosan-

stimulated PMN. Indeed, Nrf2 was shown to activate the transcription of the cytoprotective genes 
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nqo-1, ho-1 and catalase, to downregulate the pro-inflammatory genes tnfa and ccl3 and to reduce 

ROS production. Also, an optimal migration was linked to Nrf2 expression. Interestingly, Nrf2 was 

not required for phagocytosis or NET release in our model. These findings could help clarifying the 

implication of Nrf2 in clinical situations associated with PMN recruitment and/or activation. 

Moreover, these new findings could improve the comprehensive evaluation yet to be developed for 

the Nrf2-targeted therapy, as recently discussed by Cuadrado et al. [35]. 
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Material and methods 

Mice  

Wild-Type (WT, nrf2+/+) and Nrf2 Knock-Out mice (Nrf2 KO, nrf2−/−) were generated from inbred 

C57BL/6J background nrf2 heterozygous mice. Nrf2−/− mice [36] were provided by the RIKEN 

BRC according to a MTA to Prof S. Kerdine-Römer. The donating investigator reported that these 

mice were backcrossed to C57BL/6J for at least 10 generations. Mice were housed in a pathogen-

free facility and handled in accordance with the principles and procedures outlined in Council 

Directive 2010/63/EU. Mice were bred side by side in ventilated racks within a specific pathogen-

free facility. Age- and sex-matched mice were used at 8-14 weeks of age. Genotyping was 

performed by PCR using genomic DNA that was isolated from tail snips as described [36]. 

BM-derived PMN isolation 

PMN were isolated from BM using the mouse neutrophil isolation Kit (Miltenyi Biotec, Bergish 

Glabash, Germany) according to the manufacturer’s instructions. In brief, cells were collected from 

the femur and tibia and resuspended in phosphate buffered saline (PBS) solution containing 0.5% 

bovine serum albumin (BSA) and 2 mM Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA). Cell suspension 

was then filtrated through pre-separation filters 70 µM (Miltenyi Biotec) to remove cell aggregates 

or large particles and ensure effective magnetic cell labeling. Cells were incubated with biotin-

antibody cocktail for 10 min, washed and incubated with anti-biotin microbeads for 15 min. Finally, 

cell suspension was washed and applied onto a LS column placed in a magnetic field. Flow-through 

containing unlabeled cells representing the enriched PMN suspension, were collected and 

suspended in Hank’s balanced salt solution (HBSS) supplemented with 0.5% heat-inactivated fetal 

calf serum (FCS). Cells were kept at 4–8˚C during staining and magnetic bead isolation. Cell purity 

and viability were assessed by flow cytometry (FACS Calibur, BD Biosciences, San Jose, USA) 

using antibodies against CD11b and Ly-6G (BioLegend, London, UK) and was always ≥95% 

(Supplemental Figure 1). 



 

           
 94 

In vitro Nrf2 activation by sulforaphane 

In some experiments, sulforaphane (SFN) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used in order 

to strongly activate Nrf2 in WT PMN. Cells (1 × 106/ml) were pre-incubated with SFN (1 µM or 5 

µM) for 4 h at 37 °C with 5% CO2. As SFN can be toxic in some conditions, we checked that none 

of the SFN concentrations were either toxic or induced apoptosis within 4 h, using the Annexin 

V/7-amino-actinomycin (AnnV/7AAD) counterstaining (BioLegend) followed by flow cytometry 

(FACS Calibur, Becton Dickinson). Cells positive for Annexin V and negative for 7-AAD were 

considered as apoptotic cells (always below 3%), whereas double positive cells were considered as 

necrotic cells (always below 8%) (Supplemental Figure 2). 

Nrf2 quantification using flow cytometry  

WT PMN (1 × 106/ml) were stimulated with SFN (1 µM or 5 µM), or with zymosan (5 µg/ml) for 4 

h at 37 °C with 5% CO2. After fixation and permeabilization using a commercial kit according to 

the manufacturer’s instructions (ThermoFisher Scientific, California, USA), cells were incubated 

with a rabbit monoclonal anti-Nrf2 antibody (ab62352, Abcam, Cambridge, UK), and then with a 

goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 IgG (ThermoFisher Scientific). IgG antibody isotype control was 

used as a negative control (BD Biosciences). Intracellular Nrf2 expression was quantified in all the 

samples using an Attune NxT flow cytometer (Thermofisher Scientific). In some experiments, 

whole BM cells were stained directly without PMN isolation; in that case, the anti-Ly6G antibody 

was used to identify PMN. 

Quantitative real-time RT-PCR analysis  

Total RNA was extracted after lysis of PMN treated for 4 h (1 × 106 cells/ml) with RNA-PLUS 

reagent (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). Total RNA pellets were resuspended in RNAse-

free water and quantified by spectrophotometry. First-strand cDNA was synthesized from total 

RNA on a thermocycler (Biometra, Göttingen, Germany). The reaction used 1 µg of total RNA, a 

dNTP mixture (containing 25 mM dATP, dGTP, dCTP, and dTTP) and 50 µM oligo (dT) primers 
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(MWG Biotech, Ebersberg, Germany). Reverse transcription was performed in 1× AMV reverse 

transcriptase reaction buffer (Promega, Charbonnières-les-Bains, France), with RNase inhibitor 

(RNasine; Promega) at 40 U/µl, AMV reverse transcriptase (Promega) at 10 U/µl, and RNase-free 

water, to a final volume of 10 µl. A control without reverse transcriptase was used to confirm the 

absence of DNA contamination. Real-time PCR was performed with SYBR Green technology on a 

CFX96 system (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Each reaction mix consisted of 1:50 diluted 

cDNA in a 4 µl final volume of nuclease-free water; 0.5 µM of each forward and reverse primer for 

ho-1, nqo1, catalase, il-6, tnfa, gapdh, and b-actin; and Sso Advanced Supermix (Bio-Rad) in a 

total reaction volume of 10 µl. The following specific primers were used (forward and reverse, 

respectively): ho-1: 5’-AGG GTC AGG TGT CCA GAG AA-3’ and 5’-CTT CCA GGG CCG TGT 

AGA TA-3’; nqo1: 5’-ACG GGG ACA TGA ACG TCA TTC T-3’ and 5’-AGT GTG GCC AAT 

GCT GTA AAC C-3’; catalase: 5’-GTG GTT TTC ACT GAC GAG ATG GCA-3’ and 5’-TCG 

TGG GTG ACC TCA AAG TAT CC-3’; il-6: 5’-AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA-3’ and 5’-

CAG AAT TGC CAT TGC ACA AC-3’; tnfa: 5’-CAC CAC GCT CTT CTG TCT AC-3’; ccl3: 5’-

ACC ACT GCC CTT GCT-3’ and 5’-TGG AAT CTT CCG GCT-3’; il-1b: 5’-ACA GCA GCA 

CAT CAA-3’and 5’-GCA GGT TAT CAT CAT-3’; gapdh: 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA G-

3’ and 5’-GAT CCA GGG ATG ATG TTC-3’; b-actin: 5’-CCT TCT TGG GTA TGG AAT C-3’ 

and 5’-AGG TCT TTA CGG ATG TCA AC-3’. 

After 30 s at 95°C for Sso7dfusion polymerase activation, amplification was allowed to proceed for 

44 cycles, each consisting of denaturation at 95°C for 5 s and annealing/extension at 60°C for 5 s. 

Eightfold serial dilutions of mixed cDNA (from different samples) were analyzed for each target 

gene, allowing us to construct linear standard curves from which the efficiency (E) of each PCR run 

was evaluated. SYBR green fluorescence was detected at the end of each elongation cycle, after 

which a melting curve was constructed to confirm the specificity of the PCR products. Quantification 

was performed with CFX Manager Software (Bio-Rad), and data were analyzed by the ΔΔCt method. 

Ratios were calculated as the geometric mean of (1 + E) − ΔΔCt, where E is the efficiency and ΔΔCt is 
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the target gene expression of treated cells compared with normal levels in untreated cells, with 

correction for the expression of the reference genes b-actin and GAPDH. Results are expressed as the 

fold factor increase (i.e., ratio of (1 + E)− ΔΔCt of treated cells/(1 + E) − ΔΔCt of untreated WT cells). 

Analysis of ROS production  

The sum of intra- and extra-cellular ROS produced was quantified by luminol (5-amino-2,3-

dihydro-1,4-phthalazindione)-amplified chemiluminescence assay. Isolated WT and Nrf2 KO PMN 

were seeded at 1 × 105/well in a white flat bottom 96-well plate (Costar, Kennebunk ME, USA) and 

treated with 0.06 mM luminol (Sigma-Aldrich). Cells were then stimulated with increasing 

concentrations of zymosan (1, 5, 10 and 50 µg/ml). In some experiments, a preincubation with SFN 

1 µM for 4 h was carried out before cell stimulation, allowing an optimal Nrf2 expression in WT 

PMN. PMN without stimulation were used as controls. ROS-dependent chemiluminescence was 

analyzed immediately using a multimode microplate reader (TristarTM LB941 Berthold, Bad 

Wildbad, Germany). ROS release was monitored for 60 min every 30 sec at 37°C. All samples were 

tested in triplicate. The area under the curve (AUC) of each sample was calculated. 

Induction, quantification and observation of neutrophil extracellular traps (NETs) 

NET analysis was performed as previously described [37]. Briefly, staining with the non-cell-

permeable DNA dye SYTOXgreen (Invitrogen, Carlsbad, USA) was used to evaluate the kinetics of 

NET formation. PMN (1 × 105) in HBSS medium were seeded to a Cellstar black 96-well plate 

(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany). SYTOXgreen (5 µM) was added 20 min before PMN 

stimulation or not with PMA 100 nM, platelet activating factor (PAF) 10 µM, ionomycin 4 µM or 

zymosan 50 µg/ml. The fluorescence of NET-bound SYTOXgreen (excitation: 488 nm, emission: 

510 nm) was analyzed for a period of 3 h every 15 min at 37°C using LB 941 Multimode reader 

TriStar. NET release was calculated as the difference between the mean relative fluorescence unit 

(RFU) at time 15 min and the RFU at time 180 min. 

To visualize NETs, fluorescence microscopy was used. Isolated WT and Nrf2 KO PMN were 
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seeded on polylysine-coated glass coverslips (1 × 105 cells/well), allowed to settle for 15 min at 

37°C, and then stimulated with PAF at 10 µM for 3 h. Samples without stimulation were used as 

controls. Samples were then fixed with 4 % paraformaldehyde for 10 min at room temperature. 

Supernatants were removed and coverslips were treated with goat anti-MPO IgG (Bio-Techne, 

Lille, France). The corresponding secondary antibody was then added: donkey anti-goat IgG AF488 

(Abcam). Samples without primary antibodies were used as negative controls. As a final step, 

coverslips were mounted in medium containing DAPI to label DNA. Cells were analyzed by 

epifluorescence microscopy on a Nikon Eclipse 80i (Nikon Instruments Europe B.V., France). 

Phagocytosis analysis 

Phagocytosis analysis was performed as per supplier’s instructions using pHrodo™ Red zymosan 

BioParticles® (Life Technologies, Carlsbad, USA) conjugate for phagocytosis. Briefly, isolated WT 

and Nrf2 KO PMN (1 × 106/ml) were seeded in duplicate wells, pretreated or not with cytochalasin 

D (20 µM) (Sigma-Aldrich) at 37 °C with 5% CO2 for 30 min and then incubated for 90 min in the 

dark alone or with increasing concentrations of Zymosan bioparticles (5-50 µg/ml). Using flow 

cytometry (FACS Calibur), phagocytosis could be quantified by the increase in particle 

fluorescence in acidic compartments. Cells were subjected to a one-color analysis (FL-3, PerCP) for 

the percent of zymosan positive cells.  

Chemotaxis assay  

Chemotaxis assay was performed on freshly isolated WT and Nrf2 KO PMN using transwell 

migration assay, as previously described [38]. Briefly, PMN (1 × 106 cells) were  added to the upper 

chamber of Transwell® filters (3 µm pore diameter, Costar). These chambers were placed in 24-well 

cell culture plates containing 600 µL assay buffer without chemoattractant or with N-

Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP, 1 µM) (Sigma-Aldrich), increasing concentrations 

of CXCL2 (0.5-200 nM) and increasing concentrations of CXCL12 (50-400 nM) (both from 

BioLegend). In some experiments, cells were preincubated with AMD3100 octahydrochloride 50 
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nM (Sigma-Aldrich) for 30 min before being placed in the upper Transwell chamber to confirm the 

specificity of CXCR4-dependent migration. Chambers were then incubated for 60 min at 37°C with 

5 % CO2 and the cells that had migrated to the bottom chamber were recovered and stained with 

antibodies against Ly-6G (PercP. Cy5.5) and CD11b (FITC) (both from BioLegend) for flow 

cytometry analysis (FACS Calibur). Chemotactic indexes were then calculated by dividing the 

number of PMN counted in chemokine -stimulated wells by the number of PMN counted in filter-

free wells (Input well) . 

CXCR2 and CXCR4 expression 

The expression of CXCR2 and CXCR4 on freshly isolated WT and KO PMN was evaluated using 

flow cytometry (FACS Calibur). First, PMN were incubated with anti-FcR antibody (anti-

CD16/CD32, BD Biosciences) at 4°C for 15 min. Then, cells were washed and incubated in the 

dark with antibodies against Ly-6G, CXCR2 and CXCR4 or with corresponding isotypes (all from 

BioLegend). Ly-6G positive cells were subjected to a double-color analysis to measure the mean 

intensity fluorescence for both receptors. 

ATP measurement 

The level of ATP was measured in freshly isolated PMN using Luminescence ATP detection Assay 

Kit (Abcam) following the manufacturer’s instructions. Isolated resting WT and Nrf2 KO PMN 

were seeded at 1 × 105/well in a white flat bottom 96-well plate (Costar) without any stimulation. 

Samples were tested in triplicate. Luminescence was quantified using the multimode microplate 

reader (TristarTM LB941 Berthold) and then converted to ATP concentration (in µM) using 

standard curve. 

Statistical analysis 

Nonparametric analyses (Mann Whitney for unpaired data) were performed using GraphPad Prism 

software. Data are expressed as means ± SEM. P<0.05 was considered to denote statistical 

significance.  
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Results  

Nrf2 is inducible in BM-derived WT PMN and triggers the activation of its target genes  

Nrf2 is an ubiquitous transcription factor, constantly ubiquitinilated by its cytosolic repressor Keap1 

[39]. As a first step, we assessed Nrf2 expression and stability in WT PMN and the expression of 

three main target genes in response to zymosan. The SFN was used as positive control. BM cells 

from WT mice were stained directly after filtration in order to quantify Nrf2 endogenous expression 

in PMN, in comparison to other BM cells. As expected, Nrf2 was expressed in almost all BM cells; 

interestingly, its intensity of expression in PMN (identified as Ly6G+ cells) was at least 2 fold 

higher than in the rest of BM cells (Fig. 1A).  

As Nrf2 was highly expressed in WT PMN, we evaluated its accumulation in response to an Nrf2 

activator or a strong PMN stimulus. Freshly isolated BM-derived WT PMN were thus incubated 

alone, with SFN (a well-known Nrf2 activator) or with zymosan, for 4 h. Using flow cytometry, we 

could evidence that, after 4h, SFN 1 µM and zymosan were able to significantly increase the 

intracellular staining of Nrf2 in WT PMN, indicating its accumulation (Fig. 1B).  

Finally, the transcription of three downstream target genes of Nrf2 (nqo1, ho-1 and catalase) was 

compared between WT and Nrf2 KO PMN, in response to SFN and zymosan. SFN induced the 

transcription of nqo1, ho-1 and catalase in WT PMN (Fig. 2). Zymosan also induced, but to a lower 

extent, a significant mRNA expression of these three genes in WT PMN. Concerning Nrf2 KO 

PMN, only ho-1 mRNA was slightly but not significantly induced in response to the higher 

concentration of zymosan suggesting an Nrf2-independent mechanism of ho-1 transcription.  

Taken together, these results strongly suggest that like SFN, zymosan is able to stabilize Nrf2 and 

activate its target genes in WT PMN.  
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Nrf2 activation in PMN participates in the regulation of zymosan-induced oxidative burst 

As Nrf2 is highly expressed and inducible in PMN, we aimed to study its implication in different 

PMN functions. First, luminol-amplified chemiluminescence assay was used to evaluate the role of 

Nrf2 on both intra- and extracellular ROS production in response to zymosan. In comparison to 

WT, PMN from Nrf2 KO mice exhibit a shift in the kinetics of ROS production, characterized by 

an early peak at 25 min following stimulation with zymosan (Fig. 3A). In response to increasing 

concentrations of zymosan (1, 5 and 10 µg/ml), we quantified a significantly higher production of 

ROS in Nrf2 KO PMN than in WT PMN suggesting an implication of Nrf2 in the regulation of 

ROS production (Fig. 3B).  

Next, the effect of an important Nrf2 accumulation on the regulation of ROS production was 

assessed. WT and Nrf2 KO PMN were thus pre-treated or not with 1 or 5 µM of SFN at 37°C for 4 

h, before stimulation with zymosan at 5 µg/ml. As shown in Fig. 3C, SFN-preincubation 

significantly decreased ROS production in WT PMN in a concentration-dependent manner. This 

decrease was also observed in a lesser extent in Nrf2 KO PMN after pretreatment with the highest 

concentration of SFN (5 µM), suggesting that SFN decreases ROS production through Nrf2 

dependent and independent mechanisms. 

These results provide evidence that Nrf2 activation participates in the regulation of ROS production 

in BM-derived PMN in response to zymosan. 

Nrf2 does not impact NET release  

Netosis is a relatively recently described PMN function, consisting of the release of DNA fibers 

decorated by numerous intracellular proteins. We thus examined for the first time the possibility 

that Nrf2 might also modulate this function. As zymosan is not known to be an efficient inducer of 

netosis, PMN were also stimulated for 3 h with three classic PMN stimuli known to induce netosis: 

PMA, PAF and ionomcyin (Fig. 4A). DNA release, as a feature of NET formation, was measured 

by Sytox Green fluorescence. As expected, NET release depended on the stimulus used, PMA and 

ionomycin being more efficient than PAF and zymosan in both WT and Nrf2 KO PMN (Fig. 4B). 
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The lack of Nrf2 did not affect PMN capacity to release extracellular DNA in response to any 

stimuli.  

Netosis was then analyzed using fluorescence microscopy. Fig. 4C shows web-like DNA fibers 

associated with MPO, released in response to 10 µM of PAF both in WT PMN and Nrf2 KO PMN. 

These results confirm that PMN from both genotypes share a similar capacity to produce NETs 

after 3 hours of stimulation. Altogether, these results indicate that Nrf2 is not involved in classical, 

long-time stimulated netosis.  

Nrf2 modulates the transcription of some pro-inflammatory genes 

TNFα, IL-6 and IL-1b are key pro-inflammatory cytokines produced by PMN. We sought to 

demonstrate whether Nrf2 could control the transcription of genes encoding these cytokines as well 

as the chemokine CCL3 (macrophage inflammatory protein-1a). For that, their transcriptional level 

was quantified in WT and Nrf2 KO PMN stimulated or not with zymosan 5 µg/ml for 4 h. 

Interestingly, the lack of Nrf2 allowed an important transcription of genes encoding CCL3, TNFa 

and IL-1b in response to zymosan. As shown in Fig.5, Nrf2 KO PMN displayed a significantly 

enhanced tnfα and ccl3 mRNA expression in response to zymosan as compared to WT PMN, while 

il-6 and il-1b mRNA expressions were not significantly increased in the absence of Nrf2.  

Nrf2 is not involved in the phagocytic capacity of PMN  

We then compared the phagocytic capacity between WT and Nrf2 KO PMN. This function was 

analyzed using pHrodo™ Red Zymosan Bioparticles™ Conjugates. We found that WT and Nrf2 

KO PMN showed similar capacity to phagocyte zymosan bioparticles after 90 min, in a 

concentration-dependent manner. Similarly, the inhibition effect of Cytochalasin D (inhibitor of 

actin polymerization) was similar in both genotypes (Fig. 6A, B). These data suggest that Nrf2 does 

not seem to be involved in the phagocytosis of zymosan particles by PMN. 
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Nrf2 is required for an optimal PMN migration independently of chemokine receptor 

expression and ATP level 

We finally studied the role of Nrf2 in the modulation of PMN migration. We focused on two axes 

(CXCR2 and CXCR4) because in vivo PMN recruitment relies heavily on their ligands CXCL2 and 

CXL12 respectively; fMLP was used as a positive control. Using a transwell migration assay, PMN 

were allowed to migrate for 1 h spontaneously, toward 1 µM of fMLP or toward gradual 

concentrations of CXCL2 and CXCL12. In the absence of Nrf2, PMN spontaneous migration and 

migration in response to fMLP were significantly decreased as compared with WT PMN migration. 

Concerning the response to increasing concentrations of CXCL12, both WT and Nrf2 KO PMN 

displayed a relatively weak capacity to migrate. Interestingly, Nrf2 KO PMN displayed a 

significantly decreased capacity to migrate in response to the lowest concentration of CXCL12 as 

compared to WT PMN. This migration was completely abolished in the presence of AMD, a 

competitive inhibitor of CXCL12. Concerning the dose-response of CXCL2, two distinct bell 

curves could be observed, one shifted with respect to the other. Indeed, Nrf2 KO PMN displayed a 

significant decreased capacity to migrate in response to the two lower concentrations of CXCL2, 

while migration in response to higher concentrations was similar in both WT and Nrf2 KO PMN 

(Fig. 7A). These results suggest that Nrf2 could participate in PMN motility by increasing their 

sensitivity to chemoattractants.  

In order to assess whether these differences in migration in the absence of Nrf2 could be linked to 

differences in the expression of chemokine receptors, we analyzed CXCR4 and CXCR2 membrane 

expression on freshly isolated PMN. As observed, WT PMN and Nrf2 KO PMN displayed similar 

expression of both receptors (Fig. 7B), suggesting that Nrf2 can participate in PMN migration 

independently of chemokine receptor expression. 

In order to better understand the mechanism of Nrf2 KO PMN affected migration, we analyzed the 

PMN phenotype after 1 h of migration by quantifying the expression of CD11b adhesion molecule. 

We found that the migration-induced upregulation of CD11b was significantly increased in Nrf2 
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KO PMN as compared with WT PMN, in response to low concentrations of CXCL2. Also, CD11b 

upregulation was generally higher in response to CXCL2 as compared to CXCL12 (Fig. 7C).  

Finally, as ATP is mandatory for an optimized migration we hypothesized that ATP levels could be 

different in Nrf2 KO PMN. We found no significant difference between both genotypes at resting 

state, even if ATP levels seemed to be slightly higher in WT PMN (Fig. 7D). 
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Discussion 

PMN play a key role in host defense against pathogens, but inadequate or excessive activation can 

lead to deleterious effects, contributing to the pathophysiology of many acute and chronic 

inflammatory diseases. In parallel, Nrf2 plays an active role in the control of inflammation, via 

several mechanisms. Here, using an in vitro model, we found that Nrf2 participates in the regulation 

of murine BM-derived PMN response to the fungal stimulus zymosan, via the activation of 

cytoprotective genes and the downregulation of pro-inflammatory genes. ROS production was 

depending on Nrf2 activation, while phagocytosis and netosis were similar in WT and Nrf2 KO 

mice. Our results thus highlight the impact of Nrf2 on PMN activation, providing new findings 

relevant to the regulation of neutrophil activation by zymosan.  

Several studies have led to the consensus that PMN are able to finely regulate both innate and 

adaptive immune responses, engaging with T lymphocytes or antigen-presenting cells, releasing 

anti-inflammatory mediators or expressing regulatory receptors; this broader role in immunity also 

led to the definition of several functional PMN subpopulations [4,40–42]. In particular, our group 

evidenced that isolated NETs or neutrophil-derived ectosomes were able to downregulate LPS-

induced DC maturation and their capacity to induce T lymphocyte proliferation [7,43]. We also 

evidenced that GILZ, a potent anti-inflammatory mediator implicated in cell survival, was present 

in human neutrophils, promoted apoptosis via Mcl-1 downregulation, and was upregulated in 

patients with the acute respiratory distress syndrome in relation to severity [11,44]. Our group is 

also very involved in studying the role of Nrf2 in several pathophysiological conditions. For 

instance, we showed that Nrf2 can control inflammation in a model of allergic contact dermatitis 

(both sensitization and effector phases) [45] and during sclerodermia [21]. We also highlighted the 

role of Nrf2 in the control of DC cell death induced by chemical sensitizers and we found that Nrf2 

positively controls antioxidant genes like gsr, catalase, gpx, nos2 and some immune genes in 

response to contact sensitizers [19]. We thus addressed the question of the potential 

immunoregulatory role of Nrf2 in numerous PMN functions. 
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Our first aim was to study Nrf2 activation in BM-derived PMN. Joshi et al. recently demonstrated 

that the transcription level of Nrf2 was strong in circulating PMN and in wound tissue PMN [33]. 

Here, using flow cytometry, we confirm that Nrf2 is highly expressed in BM-derived WT PMN as 

compared to other BM-derived cells. Moreover, using SFN, a well-characterized Nrf2 activator, we 

demonstrate that Nrf2 can be mobilized and activated in WT PMN as several target genes were 

induced; SFN was particularly potent for the activation of nqo1 and catalase. In addition, our study 

evidences for the first time that zymosan, a TLR2 agonist is also able to mobilize Nrf2 in WT PMN 

and to activate the same target genes. These results showing the important activity of Nrf2 in PMN 

are consistent with those of Joshi et al. in mouse blood PMN [33], and with those of R 

Thimmulappa et al. in human PMN [31] and VC Araujo et al. in human PMN from fungal oral 

granuloma [46]. It is important to note that an Nrf2-independent ho-1 regulation exists, as already 

described by Kang et al. and Piao et al. [47,48]. Moreover, we could also show that zymosan 

activates ho-1 both dependently and independently from Nrf2, since a slight upregulation of this 

gene was observed in Nrf2 KO PMN. 

Since Keap1/Nrf2 signaling maintains redox homeostasis in the cell, we studied the implication of 

Nrf2 in PMN oxidative burst. We thus performed a set of experiments aiming to document the 

implication of Nrf2 in ROS production. C Sima et al. have recently reported that in response to 

PMA, Nrf2 KO PMN displayed a normal ROS production [32]. Conversely, an enhanced ROS 

release in Nrf2 KO PMN has been described in the literature in response to LPS; however, 

experimental conditions were quite different as PMN were collected from the peritoneal fluid 4 h 

after thioglycolate injection [24]. In our study, we were able to detect a low but significant Nrf2-

mediated regulation of ROS production in response to increasing concentration of zymosan. We 

chose non-opsonized zymosan as a stimulus as it has been demonstrated that it induces NADPH 

oxidase activation in human blood PMN leading to high ROS production [34]. Thus, the well-

studied antagonistic interplay between Nrf2 and NADPH oxidase [28] could explain Nrf2 capacity 

to reduce zymosan-induced ROS production. Our second set of experiments was designed to greatly 
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upregulate Nrf2 before stimulating oxidative burst. Indeed, we found that SFN pretreatment 

significantly reduced zymosan-induced ROS more importantly in WT PMN than in Nrf2 KO PMN, 

suggesting that Nrf2 is one of the actors participating to ROS regulation in BM-derived PMN. Of 

note, we only used here low concentrations of SFN to avoid activation of other signaling pathways 

[49]. The latter results are consistent with those of Thimmulappa et al. using the triterpenoid 

CDDO-Im as Nrf2 enhancer or those of Dias et al. using SFN in human PMN [50,51]. Using live 

cell imaging of brain hippocampal glio-neuronal cultures, other authors also found that a graded 

expression of Nrf2 paralleled a graded ROS production [28]. Our set of results suggest that SFN 

regulates ROS production in PMN through Nrf2-dependent and independent mechanisms; these 

results are in accordance with those of O’Mealey et al. and Greaney et al. who found that SFN 

could modify other functions such as mitochondrial fission or inflammasome through Nrf2-

dependent and -independent mechanisms [52,53]. 

Another PMN function that can depend on ROS is netosis. Indeed, PMN can extrude extracellular 

DNA fibers decorated with many proteases (such as elastase, MPO) and other proteins coming from 

the granules and the cytoplasm [54]. Depending on the stimulus, NETs can be induced by NOX2-

dependent or -independent pathways [28]. Our kinetic data show that in response to various stimuli, 

WT PMN and Nrf2 KO PMN display the same capacity to produce NETs using two different 

techniques (extracellular DNA release and fluorescence microscopy) even at early time. As PMA-

induced NET requires NOX2 [56], we suggest for the first time that Nrf2 does not control NOX2-

dependent netosis in PMN. Despite its capacity to induce ROS production, zymosan failed to 

significantly induce netosis. Additionally, using ionomycin and PAF, we found that Nrf2 was also 

unable to control mitochondrial driven NOX2-independent netosis [55,56]. We can thus suggest 

that the modest Nrf2-dependent regulation of ROS release is not sufficient to modulate netosis in 

BM-derived PMN.  

Several studies have documented the Nrf2-induced decrease in transcriptional expression of some 
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pro-inflammatory cytokines in various cell types, such as human epithelial cells or macrophages 

[57,58]. In PMN, few results have been reported. Here we have clearly shown that, in response to 

zymosan, Nrf2 KO PMN displayed a significantly increased tnfα and ccl3 mRNA expression. This 

suggests that Nrf2 can modulate inflammatory gene transcription in BM-derived mice PMN, as 

already suggested in peritoneal PMN in a model of LPS-induced inflammation [31] and in human 

blood PMN [50]. Moreover, we could suggest that Nrf2 activation in zymosan-induced peritonitis 

would limit neutrophil activation and auto-recruitment mainly via the regulation of TNFa and 

CCL3 production in the peritoneal fluid [59]. Concerning IL-6, WT PMN and Nrf2 KO PMN 

exhibited similar transcript levels, in accordance with N Joshi et al. recent study [33]. Although 

Nrf2 decreases the transcriptional upredulation of IL-6 and IL-1β in LPS-stimulated macrophages, 

no direct interference could be observed in PMN [26]. Interestingly, it was also reported that Nrf2 

and its target genes were not needed for interferon γ production by lung PMN in a mouse model of 

pneumonia [60]. We can thus suggest that, Nrf2 is needed for the transcriptional regulation of 

several but not all inflammatory cytokines in PMN.  

We also examined whether the lack of Nrf2 can affect PMN capacity to phagocyte zymosan 

particles. We found that Nrf2 KO PMN and WT PMN exhibited similar capacity to phagocyte 

zymosan bioparticles. While Nrf2 KO peritoneal macrophages have been described to exhibit 

impaired phagocytosis during sepsis as compared with WT cells [24], our results suggest that Nrf2 

is not involved in PMN phagocytosis, unlike macrophages. This result highlights several specific 

roles of Nrf2 depending on cell types. 

The role of ROS in PMN migration has been widely studied over the past few years [61,62]. A 

potential link between Nrf2 and PMN migration can thus be suspected. Although some studies have 

shown an enhanced PMN recruitment in Nrf2 KO mice in different inflammatory settings [25,63], 

the use of a full Nrf2 KO model could not lead to clear conclusions concerning Nrf2 role in PMN 

migration; in particular, Sima et al. suggested that Nrf2 could slow down fMLP-induced PMN 

migration in vitro as early as 15 min of migration [64]. We thus went further into this mechanism, 



 

           
 108 

using an one hour-transwell migration assay with fMLP and increasing concentrations of two other 

chemokines, CXCL2 and CXCL12 that antagonistically modulate PMN chemotaxis [49,50]. In 

contrast with ROS shifted curves, the chemokine bell-shaped migration curves suggested that Nrf2 

improved PMN ability to migrate toward fMLP or low concentrations of CXCL2 and CXCL12. Of 

note, WT and Nrf2 KO PMN displayed a similar expression of CXCR2 and CXCR4. Nrf2 has been 

previously reported to partially control hematopoiesis through the regulation of CXCR4 signaling 

[67]. Here, we saw that Nrf2 could also regulate PMN CXCR2- and CXCR4-dependent migration 

independently from the expression level of both receptors. To better understand the mechanism of 

Nrf2-modulated migration, we compared the modification of expression of β2 integrin 

CD11b/CD18 after 1 h of migration and found that Nrf2 KO PMN exhibit an important 

upregulation of CD11b even in response to low concentrations of CXCL2. CD11b upregulation on 

in vitro-migrating PMN has already been described, in particular in a recent model of airway 

epithelial cells [68]. This suggests that Nrf2 ensures an optimal migration of PMN through the 

control of migrating cell activation level. Some studies have evidenced that Nrf2 could enhance the 

synthesis of ATP in various cell models [69,70]. As ATP is crucial for PMN migration [71], we 

thus hypothesized that ATP could be involved in the modified migration observed in Nrf2 KO 

PMN. However we failed to evidence a significant difference between ATP levels in resting WT 

and Nrf2 KO PMN suggesting that Nrf2 plays a weak role in this setting. Based on our findings, we 

can suggest that the intense recruitment of PMN observed in Nrf2 KO mice in several inflammatory 

in vivo models [25,63] might not be related to an intrinsic control of PMN migration by Nrf2. 

Nevertheless, Nrf2 could ensure an optimal PMN motility and chemokine sensing needed, in 

particular to drive PMN migration from the BM to the tissues at the very early stages of 

inflammation.  

This in vitro evaluation of Nrf2 implication in PMN functions need also to be analyzed from a 

clinical point of view as Nrf2 diseasome and drugome have been recently defined [35]. Indeed, in 

the numerous clinical settings associated with significant PMN tissue infiltration and/or PMN 
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activation, it is important to better understand the implication and the efficiency of regulatory 

mechanisms including Nrf2 pathway. For instance, in the lung, activating Nrf2 leads to protective 

effects during acute lung injury or asthma, but also enhances advanced stages of carcinogenesis 

[72,73]. We can thus assume that activating or inhibiting Nrf2 in PMN-associated diseases is an 

important question that needs to be fully considered. 

Taken together, our results contribute to a better understanding of Nrf2 protective role in PMN, 

particularly in response to zymosan that is a physiological stimulus mimicking a fungal infection. 

This study indicates that Nrf2 cytoprotective target genes are inducible in PMN and highlights its 

oxidative burst regulation capacity. In addition, this study demonstrates that Nrf2 is needed for an 

optimal PMN migration. Future research into understanding Nrf2 implication in PMN recruitment 

during several inflammatory contexts may provide insights and novel approaches in the field of 

inflammation. 
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Figures legends 

Figure 1: Nrf2 endogenous expression is high in PMN and increases in response to SFN and 

zymosan. Freshly obtained BM cells were stained with anti-Ly6G and rabbit anti-Nrf2 IgG or with 

corresponding isotype, then with goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 Ab. Isolated PMN were 

incubated for 4 h alone (NS) or with 1 µM of SFN before staining. (A) Endogenous Nrf2 was 

quantified in BM cells using intracellular staining followed by flow cytometry. PMN were 

identified as Ly6G+, while Ly6G- cells represents the rest of BM cells. Nrf2 expression was 

quantified as the mean fluorescence intensity (MFI) and compared between Ly6G+ and Ly6G- cells. 

Results are the mean ± SEM of samples from 4 different mice (*p<0.05 Mann-Whitney test). (B) 

Nrf2 accumulation in isolated PMN after incubation with SFN (1 µM) or zymosan 5 µg/ml, was 

measured using flow cytometry. The ratio of Nrf2 expression was calculated by dividing the MFI of 

treated PMN by the MFI of untreated PMN (NS). Results are the mean ± SEM of samples from 4 

different mice (* indicates significant difference in comparison to NS PMN, *p<0.05 Mann-

Whitney test). 

Figure 2: Nrf2 upregulates the transcription of 3 main target genes in response to SFN and 

zymosan. WT and Nrf2 KO PMN were incubated or not (NS) with the indicated concentrations of 

SFN or zymosan for 4 h. mRNA expression of nqo1, ho-1 and catalase was quantified using real-

time qPCR. Results are expressed as fold increase normalized to WT NS and corrected by the 

expression of the housekeeping genes b-actin and gapdh. Results are the mean ± SEM of samples 

from 4 different mice (* indicates significant difference in comparison to NS WT PMN, *p<0.05 

Mann-Whitney test). 

Figure 3: Nrf2 activation decreases PMN ROS production in response to zymosan. WT and 

Nrf2 KO PMN were stimulated or not with increasing concentrations of zymosan. The sum of intra- 

and extracellular ROS was monitored for 60 min by the luminol-amplified chemiluminescence 

assay. (A) Graph from one representative experiment shows the kinetic of ROS production in 



 

           
 118 

response to zymosan 10 µg/ml. (B) The area under curve (AUC) from the kinetic curves of 6 

independent experiments was used to calculate the ratio of ROS production (KO AUC/WT AUC). 

(C) To ensure an important Nrf2 accumulation, PMN were pretreated or not with SFN (1 or 5 µM) 

for 4 h then stimulated with 5 µg/ml of zymosan. ROS production was then measured for 60 min by 

the luminol-amplified chemiluminescence assay and was expressed as the AUC from the kinetic 

curves of 6 independent experiments (n=6; *p<0.05 **p<0.01, Mann-Whitney test). 

Figure 4: Nrf2 is not involved in NET release. WT and Nrf2 KO PMN were incubated for 3 h, 

alone or with PMA 100 nM, PAF 10 µM, ionomycin 4 µM and zymosan 50 µg/ml. Time dependent 

DNA release was monitored using the fluorescent SYTOXgreen. (A) Data from one representative 

experiment shows the kinetic of DNA release in response to PMA 100 nM. (B) Results from 4 

independent experiments are expressed as the difference between RFU at time 15 min and the RFU 

at time 180 min. (C) For representative fluorescence microscopic observations of NETs, PMN were 

fixed upon 3 h of stimulation with 10 µM of PAF, then extracellular DNA was stained with DAPI 

(blue) and anti-MPO (green). Original magnification, ×400. Images are representative of 4 

independent experiments. 

Figure 5: Nrf2 modulates tnfα and ccl3 transcription. WT and Nrf2 KO PMN were incubated or 

not with zymosan 5 µg/ml for 4 h. mRNA expression of ccl3, tnfα , il-6 and il-1b were measured 

using real-time qPCR. Results are expressed as fold increase normalized to WT NS and corrected 

by the expression of the housekeeping genes b-actin and gapdh (n=4; *p<0.05 Mann-Whitney test).  

Figure 6: The lack of Nrf2 does not affect PMN phagocytic capacity. Cells were incubated for 

90 min alone or with the determined concentrations of pHRodo™ Red Zymosan Bioparticles. (A) 

Flow cytometry-based analysis was used to evaluate PMN zymosan uptake. PMN were subjected to 

a one-color analysis for the percent of zymosan (25 µg/ml) positive events. (B) Graph representing 

the percentage of phagocytic PMN incubated with increasing concentrations of zymosan (5, 25 and 

50 µg/ml). PMN were pretreated for 30 min with 20 µM of cytochalasin D for negative control. All 
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data are presented as the mean ± SEM, n=4. 

Figure 7: Nrf2 is necessary for optimal PMN migration toward CXCL12 and CXCL2 without 

regulating their receptor expression or ATP level. (A) WT and Nrf2 KO PMN were allowed to 

migrate for 1 h across transwell filters spontaneously or toward fMLP 1 µM, CXCL12 or CXCL2. 

The negative control in CXCL12-dependent migration was obtained by pretreating PMN with 50 

µM of AMD300. Chemotactic indexes were then calculated by dividing the number of PMN that 

were counted in the chemokine-stimulated well by the number of neutrophil that were counted in 

the input well (*p<0.05 **p<0.01 Mann-Whitney test). (B) The expression of CXCR2 (B, left 

panel) and CXCR4 (B, right panel) were assessed on freshly isolated WT PMN (solid grey line) 

and Nrf2 KO PMN (dashed black line) in comparison to corresponding isotypes (unfilled curves). 

(C) The MFI fold variation of CD11b was assessed on PMN that have migrated through the 

transwell in comparison to PMN in the input well. (D) ATP levels in freshly isolated PMN were 

quantified using an ATP luminescent assay. The expression levels from 6 independent experiments 

are shown as the mean of MFI ± SEM.  
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Supplemental Figure 1: Flow cytometry-based assessment of PMN purity  
Following negative isolation, PMN purity was assessed using antibodies against Ly-6G 
and CD11b. Ly-6G+, CD11b+ cells represent BM PMN. PMN purity was > 95% in all 
experiments.  
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Supplemental Figure 2: Assessment of SFN toxicity through AnnexinV-7AAD 
staining 
PMN were incubated alone or with the indicated concentrations of SFN for 4 h, and 
then stained with AnnexinV and 7-AAD. AnnV+ cells represent apoptotic cells while 
double positive cells (AnnV+,7-AAD+) represent necrotic cells. Data are shown as 
representative FACS analysis (A) and as the mean ± SEM of 3 independent 
experiments (B).  
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Supplemental Figure 3: Nrf2 accumulates in SFN-treated PMN cytoplasm and 
translocates to the nucleus. (A) Confocal microscopy reveals Nrf2 accumulation in 
SFN-treated WT PMN (green fluorescence). (B) To assess Nrf2 translocation to the 
nucleus in SFN-treated  PMN, Manders’ colocalization coefficient (MCC) was 
calculated for DAPI (Blue) and Nrf2 (Green) colocalization (n=4, **p<0.01).  

WT and KO PMN were incubated with 
SFN 1 µM for 4 h. After fixation and 
permeabilization, PMN were incubated 
with a rabbit monoclonal anti-Nrf2 
antibody, and then with a goat anti-
rabbit Alexa Fluor 488 IgG . IgG 
antibody isotype was used as a negative 
control. Samples were then stained with 
DAPI  to label nucleus and observed  
with an inverted Leica TCS SP8 
microscope gated-STED using a HC PL 
APO CS2 63x/1.40 oil immersion 
objective lens.  

* Supplemental figure 3 was not included in the submitted article 
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2.2. Manuscrit 2 : Nrf2 régule le recrutement et l’accumulation des neutrophiles au cours 
de l’hypersensibilité de contact  

Résumé de l’article 2 (en révision dans Journal of Immunology) 

La dermatite allergique de contact est une maladie inflammatoire cutanée fréquente qui dépend 

principalement de la réponse immunitaire adaptative. Nrf2 est un régulateur clé de l'équilibre redox et 

peut protéger les cellules immunitaires de la peau en réponse aux molécules chimiques allergisantes. 

Récemment, il a été montré que les neutrophiles jouent un rôle majeur dans le processus de 

sensibilisation au cours de l'hypersensibilité de contact (HSC). L'objectif de ce travail a été d'évaluer 

le rôle spécifique de Nrf2 dans le recrutement et l'accumulation de neutrophiles au cours l’HSC. 

Des souris sauvages (WT) et des souris déficientes en Nrf2 (KO) ont été traitées avec un sensibilisant 

chimique fort, le dinitrochlorobenzène (DNCB). De manière intéressante, les souris KO ont montré 

un recrutement rapide et exacerbé des neutrophiles et des monocytes à la peau, en comparaison aux 

souris WT. Le rôle protecteur de Nrf2 dans la peau était associé à une transcription élevée de 

plusieurs gènes anti-oxydants incluant ho-1, gclc, nqo1 et nos3. En outre, Nrf2 participait à la 

régulation de la production de chimiokines, telles que CCL2, CCL4 et CCL11. Pour la première fois, 

nous avons observé que Nrf2 améliorait la capacité phagocytaire des macrophages dans l’HSC, 

principalement via l’augmentation de l’expression du récepteur scavenger CD36, connu pour être un 

récepteur important d'efferocytose. Cette régulation était indépendante de la régulation du stress 

oxydant cutané par Nrf2. Ainsi, Nrf2 améliore l'élimination des neutrophiles par les macrophages en 

évitant leur accumulation cutanée excessive et en favorisant une résolution rapide de l'inflammation. 

Nos données démontrent donc que Nrf2 régule le recrutement des neutrophiles dans l’HSC 

indirectement via le contrôle du stress oxydant cutané. En parallèle, Nrf2 améliore la clairance des 

neutrophiles par les macrophages de la peau d’une façon dépendante de l’induction du CD36 et 

indépendamment de la régulation redox. Nrf2 émerge ainsi comme une cible thérapeutique potentielle 

dans l'inflammation cutanée. 
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Abbreviations 

BMM  Bone marrow-derived macrophages 

CHS  Contact hypersensitivity 

DC  Dendritic cell 

DNCB  Dinitrochlorobenzene 

HO-1  Heme oxygenase-1 

IL-  Interleukin- 

MEST  Mouse ear swelling test 

NAC  N-acetyl-cystein 

NQO1  NADP(H):quinone oxidoreductase1 

Nrf2  NF-E2-related factor-2 

PMN  Polymorphonuclear neutrophils 

ROS  Reactive oxygen species 
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Abstract 

Allergic contact dermatitis is a common skin inflammatory disease relying principally on the 

adaptive immune response. Nrf2 (NF-E2-related factor-2) is a key regulator of redox balance and 

could protect skin immune cells in response to contact allergens. It was recently shown that 

neutrophils play a major role in the sensitization process in contact hypersensitivity (CHS). The 

objective of this work was to assess the specific role of Nrf2 in neutrophil recruitment and 

accumulation in CHS.  

Wild-type (WT) and Nrf2 knock-out (KO) mice were treated with the chemical sensitizer 

dinitrochlorobenzene (DNCB). Interestingly, KO mice exhibited a rapid and exacerbated neutrophil 

and monocyte recruitment to the skin compared to WT mice. Nrf2 protective role in the skin was 

associated with high transcription of several anti-oxidant genes including hmox-1, gclc, nqo1 and 

nos3. Moreover, Nrf2 participated in the downregulation of chemokines production, such as CCL2, 

CCL4 and CCL11. For the first time, we observed that Nrf2 improved macrophage phagocytic 

capacity in CHS mainly via the upregulation of CD36 scavenger receptor, known to be an important 

efferocytosis receptor. This regulation was independent of skin oxidative stress regulation by Nrf2. 

Thus, Nrf2 enhances neutrophil elimination by macrophages avoiding excessive accumulation and 

promoting a rapid resolution of inflammation. 

Altogether, our data evidence that Nrf2 regulates neutrophil recruitment in CHS indirectly via the 

control of skin oxidative stress. In parallel, Nrf2 improves neutrophil clearance by skin 

macrophages through direct upregulation of CD36 and independently of redox regulation. Nrf2 

emerges as a critical target in chemically-induced skin inflammation. 
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Introduction 

 Allergic contact dermatitis (ACD), the most common skin disease in many countries, is a 

delayed-type hypersensitivity response toward low molecular weight allergens (1, 2). Mouse 

contact hypersensitivity (CHS) is a well-accepted model of ACD that can be induced using certain 

reactive chemicals such as oxazolone, fluorescein isothiocyanate (FITC) or 2,4-dinitro 

chlorobenzene (DNCB) (3). These chemical sensitizers, called haptens, require a covalent 

interaction with skin self-proteins to become immunogenic. CHS is composed of a sensitization and 

an elicitation phase. During the first one, haptenated self-proteins are recognized by skin-resident 

dendritic cells (DC) that migrate to skin-draining lymph nodes and activate specific T cells (4, 5). 

Following a second contact with the same hapten, activated effector T cells traffic to the insult site 

and elicit a cell-mediated immune response (6). Many studies have discussed the role of 

polymorphonuclear neutrophils (PMN) in CHS. Recently, Weber et al. evidenced that PMN 

depletion prior to sensitization or elicitation results in a remarkable suppression of CHS, proving a 

crucial role for PMN during both phases of CHS (7).  

  Contact allergens can induce innate inflammatory signaling, directly by Toll-like receptors 

(TLR) triggering such as for nickel ion (8), or via indirect mechanisms as for organic chemicals (9). 

In particular, hapten-induced inflammation, called “xenoinflammation” by some authors (10, 11), is 

essential to activate DC and to recruit hapten-primed effector T cells (11, 12). Indeed, DC full 

activation may require additional signals provided by endogenous ligands such as adenosine 

triphosphate (ATP), hyaluronic acid fragments or biglycan (13–15). Moreover, reactive oxygen 

species (ROS) produced in response to contact allergens, activate the NLRP3/NALP3 

inflammasome providing further endogenous activators and proinflammatory cytokines (11, 14, 16). 

PMN constitute an important source for exogenous ROS in CHS (7). Altogether, these findings 

underline the role of electrophilic/oxidative stress in the regulation of the skin immune response to 

chemical sensitizers (17).  
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 To prevent an excess accumulation of ROS and reverse electrophilic stress, several phase II 

detoxification enzymes such as glutathione-S-transferases (GST), NADP(H):quinone 

oxidoreductase1 (NQO1), glutathione peroxidases (GPX) and heme oxygenase-1 (HO-1) are 

mobilized and are mainly regulated by the transcription factor Nrf2 (NF-E2-related factor-2) (18). 

Under basal conditions, Nrf2 is sequestered in the cytoplasm by its inhibitor, the Kelch-like ECH-

associated protein 1 (Keap1), then ubiquitinylated and constantly degraded by the proteasome. 

Following an exposure to oxidative and/or electrophilic stress, Nrf2 is stabilized, translocates to the 

nucleus and binds to the antioxidant-response element (ARE) sequences, inducing the transcription 

of many cytoprotective genes (19–21). Using Nrf2 knock-out (KO) mice model, we recently 

demonstrated that Nrf2 regulates CHS, induced either by moderate or by strong sensitizers (12). 

Numerous studies have also highlighted its regulatory role in the innate immune response, 

particularly in PMN recruitment. This included different inflammatory settings such as sepsis and 

pneumoniae (22, 23), but to the best of our knowledge not in an allergic settings.  

 The objective of this work was to understand the role of Nrf2 in the regulation of PMN 

recruitment to the skin in CHS. We found that Nrf2 indirectly regulates PMN recruitment to the 

skin through modulation of redox signaling and chemokine production. Moreover, in the absence of 

Nrf2, macrophages showed a reduced capacity to clear PMN. Thus, the protective role of Nrf2 in 

CHS is mainly dependent on its capacity to regulate PMN inflammatory role.  
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Material and methods 

Mice  

Nrf2 knock-out (KO) mice were provided by the RIKEN BRC according to a MTA to Prof S. 

Kerdine-Römer (24). Wild-type (WT) and KO mice were generated from inbred C57BL/6J 

background Nrf2 heterozygous mice. Age- and sex-matched mice were used at 8-14 weeks of age. 

Mice were handled in accordance with the principles and procedures outlined in Council Directive.  

Contact hypersensitivity 

To study the sensitization phase, naive mice were treated by a single application of DNCB (25 

µl/ear, 0.5% or 1%, wt/vol in the vehicle acetone) or vehicle (both from Sigma-Aldrich, Lyon, 

France) on both ears. Samples were collected 2 h, 6 h, 12 h or 24 h after sensitization. In some 

conditions, ears were topically treated with 50 mM of the N-acetyl-cystein (NAC) (Sigma-Aldrich) 

or PBS 15 min before topical application of DNCB. Ears were wiped before with ethanol to allow 

better penetration of NAC. 

To study the elicitation phase, CHS was induced as previously described (12). Briefly, mice were 

sensitized by one application of 100 µl DNCB 1% or vehicle on the shaved abdomen. At day 5, 

mice were challenged with 20 µl DNCB (0.5%) applied on both ears. Ear thickness was measured 

in triplicate, before and 24 h after challenge, using a spring-loaded micrometer (Mitutoyo, 

Kanagawa, Japan). The percentage of ear thickness increase was calculated as (T24-T0)/T0x100, 

where T0 and T24 represent ear thickness before and 24 h after challenge, respectively.  

RT-qPCR focused-gene array 

Transcriptional analysis was performed as previously described (25). Briefly, total RNA was 

extracted using Qiazol reagent and RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Reverse 

transcription was performed using Random Primers and SuperScript III Reverse Transcriptase 

(Invitrogen, Saint Aubin, France). Quantitative RT-PCR was performed using SYBR Green Real-

time PCR Master Mix (ROCHE Diagnostic, Grenoble, France). The amplification reaction was 



 

           
 138 

completed in a LC480 System (ROCHE Diagnostics). Data from 30 genes (Sup. Table) were 

normalized to the following 3 house-keeping genes: Glucuronidase β, β2 microglobuline, and ≪ 

non-POU domain containing, octamer-binding ≫ (NONO). 

Immunohistological analysis 

Ear skin sections were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA, VWR, France) overnight and 

embedded in paraffin. Paraffin sections (5 µm) were stained with hematoxylin-eosin (H&E, VWR, 

France). For immunofluorescence staining, deparaffinized sections were incubated with anti-MPO 

(AF3667 R&D, Lille, France) and anti-Ly6G/C (Gr-1) (NBP2-00441 Novus, Lille, France) and 

then with goat anti-rabbit Alexa Fluor 488  or anti-rat Alexa Fluor 594 (Life Technologies, Saint-

Aubin, France). DNA was visualized using DAPI counterstaining. Images were acquired using the 

digital slide scanner HPF-NanoZoomer RS2.0 (Hamamatsu) coupled to a high definition 3-CCD 

digital camera. 

Quantification of skin chemokines 

Ear skin was cut into small pieces and added into tubes containing 250 µl of RIPA lysis buffer and 

lysing beads (1.4 mm ceramic spheres). Tissue digestion was performed using the Percellys tissue 

homogenizer (Bertin Tecnologies, Montigny-le-Bretonneux, France). The LEGENDplex™ Mouse 

Proinflammatory Chemokine Panel (13-plex) was used as per supplier’s instructions (BioLegend, 

San Diego, USA) to quantify chemokines in skin homogenate supernatants. Chemokine 

concentration was calculated according to the mean fluorescence intensity (MFI) of each bead batch 

(sensitivity ≥ 2.4 pg/ml). 

Samples processing 

For the preparation of single-cell suspensions from the skin, ears were split into dorsal and ventral 

parts and incubated for 30 min at 37°C/5% CO2 in 0.2 mg/ml of Dispase II (Roche, Basel, 

Switzerland) diluted in PBS. Skin tissue was cut into small pieces and incubated for 90 min at 

37°C/5% CO2 in RPMI containing 1.5 mg/ml collagenase type IV (Worthington Biochemical 
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Corporation, New Jersey, USA). Single-cell suspensions were obtained by passing the digest 

through a 40-µm cell strainer. 

Antibodies and flow cytometry 

Leukocyte populations from ear skin samples, were analyzed by flow cytometry. Cell suspensions 

were incubated with the Fc blocker rat anti-mouse CD16/CD32 antibody (Clone 2.4G2, BD 

Biosciences, New Jersey, USA) for 20 min before staining. Single cells were excluded from dead 

cells using the LIVE/ DEAD Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit (BioLegend). Cell staining was 

performed using the following antibodies: CD45-APC-Cy7 (Clone 30-F11, BioLegend), CD11b-PB 

(Clone M1/70, BiolLegend), CD11c-APC (Clone HL3, BD Pharmingen), CD86-FITC (Clone GL1, 

BD Pharmingen) or CD64-FITC (Clone X54-5/7.1, BioLegend), Ly6C-AF700 (Clone AL-21, BD 

Pharmingen), CD103-BV786 (Clone M290, BD Pharmingen), CD207-PE (Clone eBioL31, 

eBiosciences, Paris, France) or CD36-PE (Clone HM36, BioLegend), F4/80-PE-Cy7 (Clone BM8, 

BioLegend) and Ly6G-PCP-Cy5.5 (Clone 1A8, BioLegend). Absolute cell count was obtained by 

adding precision count beads (BioLegend) to all samples. Acquisition was performed using the BD 

LSRFortessa and data were analyzed using the FlowJo software (v10, Tree Star, Ashland, OR).  

Generation of bone marrow-derived macrophages (BMM) 

Dissociated BM cells were cultured for 3 days in supplemented RPMI containing macrophage 

colony stimulating factor (M-CSF) at 25 ng/ml (Miltenyi Biotec, Bergish Glabash, Germany). Non-

adherent cells were seeded in new dishes and enriched with the same medium. At day 7, adherent 

cells were recovered by scraping in ice-cold PBS containing dispase II. BMM were then washed 

and resuspended in supplemented RPMI (1 x 106/ml). BMM purity was checked using antibodies 

against F4/80-PE-Cy7 and CD11b-PB (both from BioLegend) and was always ≥95% (Sup. Fig 1A).  

Quantitative real-time RT-PCR  

BMM (106 cells/ml) were treated for 7 h with 25 ng/ml of lipopolysaccharide (LPS) or 5 µg/ml of 

Zymosan A (both from Sigma-Aldrich). Total RNA was extracted after cell lysis and reverse 
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transcription was performed as previously described (26). Real-time PCR was performed with 

SYBR Green technology on a CFX96 system (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). The 

following primers were used (forward and reverse, respectively): cd36: 5’-AAA CAG GCA CCA 

CTG TGT A-3’ and 5’-GCA CAA CTT GAA CAA ATG A-3’; gapdh: 5’-TGC ACC ACC AAC 

TGC TTA G-3’ and 5’-GAT CCA GGG ATG ATG TTC-3’; b-actin: 5’-CCT TCT TGG GTA 

TGG AAT C-3’ and 5’-AGG TCT TTA CGG ATG TCA AC-3’. 

BMM phagocytosis test 

Two different methods were used to assess BMM phagocytic capacity. First, phagocytosis was 

performed as per supplier’s instructions using pHrodo™ Red Zymosan A BioParticles® (Life 

Technologies, Carlsbad, USA). Briefly, WT and KO BMM (1 × 106/ml) were seeded in duplicate 

wells, pretreated or not with cytochalasin D (20 µM) (Sigma-Aldrich) for 30 min and then 

incubated for 90 min alone or with Zymosan A bioparticles (5 and 25 µg/ml). Using BD FACS 

Calibur, cells were subjected to a one-color analysis (FL-3, PCP) in order to evaluate the percentage 

of Zymosan A bioparticle-positive cells. In the second method, BMM capacity to phagocyte 

damaged PMN was investigated. PMN were isolated from BM using the mouse neutrophil isolation 

kit (Miltenyi Biotec) as per supplier’s instructions. To induce their death, PMN were incubated at 

56°C for 5 minutes followed by incubation at 37°C for 1 h (27). BMM were seeded at 5 × 105 

cells/well into 12-well plates and then stimulated or not with 25 ng/ml of LPS (Sigma) for 12 h. 

BMM were then washed and damaged PMN (1 × 106 cells) were added to each well. After 12 h of 

co-incubation, cells were stained with anti F4/80-APC antibody (Clone BM8, eBiosciences), then 

fixed, permeabilized and stained with the anti Ly6G-PCP-Cy5.5 antibody. PMN or BMM incubated 

alone were used as controls. The percentage of double positive population for F4/80 and Ly6G 

represented BMM capacity to phagocyte damaged PMN. 
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In vivo PMN depletion  

One day before sensitization, mice received intraperitoneally (i.p) 80 µg of purified anti-mouse 

Ly6G antibody (Clone 1A8). Control mice received 80 µg of purified Rat IgG2a, κ isotype (both 

from BioLegend). Depletion was checked using flow cytometry (BD LSRFortessa). 

Statistical Analysis 

Data are expressed as mean ± S.E.M. Using GraphPad Prism 5, differences between groups were 

evaluated with the Mann-Whitney test and correlations were established with Spearman test. All 

experiments were at least repeated 3 times except for the PCR array. Differences with a p value < 

0.05 were considered significant (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Results 

Lack of Nrf2 exacerbated PMN and inflammatory monocyte recruitment to the skin early 

after sensitization 

PMN and monocytes are among the first immune cells to be recruited after tissue injury. We first 

studied the capacity of Nrf2 to regulate their recruitment after skin sensitization with DNCB. Using 

immunohistofluorescence labelling, we found that ear skin of KO mice was significantly thicker 

(321 µM vs 533 µM) compared to WT mice at 24 h post-sensitization. Ears section showed also a 

higher recruitment of Ly6G/C+ cells to the skin in KO mice (Fig. 1A). Flow cytometry was then 

used to better characterize Ly6G/C+ cells representing a mix of PMN and monocytes. PMN were 

gated as CD45+ CD11b+ Ly6G+ cells from live cells and monocytes were gated as CD45+ CD11b+ 

Ly6G- CD11c- Ly6C+ F4/80-/+ in the skin (Sup. Fig 2). In response to DNCB, PMN and monocytes 

were recruited to skin in WT and KO mice. However, the kinetics indicated that PMN recruitment 

to the skin started earlier (2 h) in KO mice and was two to three times greater than WT mice at 12 h 

and 24 h (Fig. 1B).  We noted that CD11b expression was only upregulated in KO recruited PMN, 

suggesting their important activation (Sup. Fig 3A). Monocyte infiltration to the skin was delayed 

as compared to neutrophils and was up to 2-fold higher in KO mice compared to WT mice at 24 h 

post-sensitization (Fig. 1C). Similar results were obtained after 24 h of elicitation (Sup. Fig 3C), 

showing that Nrf2 affects PMN and monocyte recruitment to the skin during both phases of CHS. 

Nrf2-dependent regulation of PMN recruitment participates in the control of DC maturation 

and skin inflammation in CHS 

Since DC activation and maturation are key events in CHS, we wondered how the abnormal 

accumulation of PMN in KO mice may impact DC activation during the sensitization phase and 

consequently skin inflammation during the elicitation phase of CHS. For that purpose, we evaluated 

DC maturation based on CD86 expression after 24 h of sensitization. Skin inflammation was 

assessed 24 h after elicitation using the MEST to measure ear thickness. 

Experiments were conducted in three models that resulted in different PMN recruitment level to the 
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skin. These models were used to establish correlations and to highlight the regulatory role of Nrf2 

in CHS: WT mice depleted from PMN, WT mice displaying normal recruitment of PMN and KO 

mice exhibiting high recruitment of PMN (Fig. 2A). 

The association between PMN percentage in the skin and CD86 expression on skin CD11b+ DC 

suggested a link between PMN recruitment to the skin and DC activation during the sensitization 

phase. Indeed, the reduction of PMN recruitment was associated with a decrease in CD86 

expression on DC, while the lack of Nrf2 led to DC hyperactivation (Fig. 2A). In parallel, PMN 

depletion abrogated CHS while the high PMN recruitment in KO mice exacerbated the 

inflammatory response in CHS (Fig. 2A). Altogether, these results evidenced positive correlations 

between PMN % in the skin after sensitization, DC maturation during the sensitization phase and 

the inflammatory response during the elicitation phase (Fig. 2B), suggesting that the key role of 

PMN in CHS was modulated by Nrf2. 

Nrf2 controls PMN recruitment through anti-oxidant mechanisms 

To understand how Nrf2 regulated PMN recruitment to the skin, we explored the skin 

microenvironment. Our first step was to perform a PCR array on WT and KO mice skin, 6 h after 

sensitization with 0.5 or 1% DNCB. The obtained heat map showed a concentration-dependent 

upregulation of Nrf2 target genes in WT mice skin. The majority of these genes were highly 

implicated in ROS elimination and cell detoxification such as gclc, gclm, hmox1, nqo1, slc7a11 and 

txnrd1. Remarkably, a battery of genes from keratin (KRT), matrix-metalloproteinase (MMP) and 

IL-10 (IL-19, IL-20, IL-24) families was also upregulated in WT mice only. In contrast, genes 

encoding for inflammatory cytokines, such as IL-1β and CCL20, displayed higher upregulation in 

KO mice skin compared to WT mice skin (Fig. 3A).  

Cutaneous chemokine production was then analyzed 24 h after skin sensitization. Several 

chemokines were produced both in WT and KO skin in response to DNCB 1%: CCL2, CCL3, 

CCL4, CCL11, CCL22 and CXCL1. Interestingly, levels of CCL2, CCL4 and CCL11 were 

significantly higher in KO mice skin as compared to WT mice skin (Fig. 3B). Other chemokines 
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such as CCL5, CXCL5, CXCL9, CXCL10 and CXCL13 were barely or not detectable in both mice 

genotypes (data not shown). These results indicated that the absence of Nrf2 led to an increase in 

skin chemokine production that could enhance inflammatory cells recruitment.  

We then assessed the implication of redox/detox pathways in the control of PMN recruitment to the 

skin. Mice skin was pretreated before sensitization with NAC, a well-known antioxidant molecule 

depleting ROS. Results showed that 24 h after DNCB sensitization, PMN recruitment to the skin 

was decreased significantly in NAC-treated KO mice as compared to PBS-treated KO mice (Fig. 

3C). Similar results were obtained with inflammatory monocytes (Sup. Fig 3B). Thus, chemical-

induced oxidative stress is a key upstream event participating in PMN recruitment and exacerbation 

of skin inflammation.  

Nrf2 modulates macrophages activation and upregulates the expression of the efferocytosis 

receptor CD36 independently from ROS 

PMN accumulation in the tissues is not only dependent on their mobilization and recruitment but 

also on their turnover rate. Thus, we wondered if PMN elimination by resident macrophages was 

affected in the absence of Nrf2, leading to their abnormal accumulation. In the skin, macrophages 

were gated as CD45+ CD11b+ Ly6G- CD11c- Ly6C+/- F4/80hi CD64hi (Sup. Fig 2).  

As the CD36 scavenger receptor is highly implicated in apoptotic PMN phagocytosis known as 

efferocytosis, its expression on macrophages was measured. Our results showed a significant 

increase in CD36+ skin macrophages in WT mice (from 8.03% to 19%) but not in KO mice. 

Furthermore, skin pretreatment with NAC didn’t affect the percentage of CD36+ macrophages in 

both mice genotypes suggesting a direct Nrf2-regulation of CD36, independently from the oxidative 

stress (Fig. 4A). Macrophages from inflamed KO skin had a higher upregulation of the CD86 co-

stimulatory molecule, indicating their hyperactivation (Fig. 4B). Taken together, these results 

suggested that Nrf2 regulates macrophages phenotype to improve their phagocytic capacity. 
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Nrf2 improves macrophages phagocytic capacity of PMN 

The absence of CD36 upregulation in KO macrophages suggested their altered capacity to 

phagocyte PMN. We evaluated macrophages phagocytic capacity using an in vitro model of bone 

marrow derived macrophages (BMM). We measured cd36 mRNA in BMM after their stimulation 

with two classical macrophage activators, LPS and Zymosan A. The level of cd36 mRNA increased 

in WT BMM in response to both stimuli after 7 h of stimulation. However, KO BMM failed to 

induce cd36 transcription (Fig. 5A). This result confirmed that Nrf2 was required for upregulation 

of CD36 expression in macrophages.  

Next, the phagocytic capacity of macrophages was evaluated using two different techniques. In the 

first test, BMM were incubated with Zymosan A bioparticles that turns fluorescent once into the 

phagosome. Interestingly, KO BMM displayed an impaired capacity to uptake Zymosan A 

fluorescent bioparticles in comparison to WT BMM. Cytochalasin D was used in some conditions 

as a phagocytosis inhibitor (Fig. 5B). We then developed an efferocytosis-like test, in which BMM 

were incubated with heat-damaged PMN. These latter were stained with fluorescent anti-Ly6G. The 

double positive macrophages (F4/80+, Ly6G+) obtained after 12 h of co-incubation with damaged 

PMN represented the percentage of efferocytosis. Our results revealed that LPS-stimulated KO 

BMM displayed a decreased capacity to phagocyte damaged PMN compared to WT BMM (Fig. 

5C). These in vitro experiments suggest that the lack of Nrf2 in macrophages decreases their 

phagocytic capacity leading to PMN accumulation in the skin of KO mice. 
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Discussion 

PMN recruitment to the skin is a key event in CHS participating in DC activation and T cell 

direction into antigen-challenged skin (6, 7). Nrf2 transcription factor has been described to play a 

protective role in CHS (12) but mechanisms remain incompletely identified. The present study 

focused on Nrf2 capacity to modulate the early immune events during the sensitization phase, 

notably PMN recruitment to the skin. We demonstrated that Nrf2 regulates PMN recruitment to the 

skin through the upregulation of redox cytoprotective genes and the modulation of chemokine 

release. Moreover, we revealed that Nrf2 promotes the upregulation of CD36 expression on 

macrophages in response to DNCB and enhances macrophage phagocytic capacity leading to a 

better clearance of PMN. While many studies have described a key role for PMN in CHS, this study 

suggests Nrf2 as a master regulator of PMN action in this inflammatory context. 

 In agreement with our previous study demonstrating that Nrf2 regulates skin inflammation 

during the elicitation phase (12), the actual study showed that Nrf2 regulates PMN and monocyte 

recruitment to the skin during the sensitization phase. In the last decade, few studies have discussed 

the role of PMN in CHS. Although a growing number of studies have shown that PMN and 

monocytes are rapidly recruited in response to chemical sensitizers (7, 28, 29), it remains unclear 

how these cells are mobilized to promote a T cell-mediated inflammation. Weber et al. evidenced 

that PMN depletion prior to sensitization resulted in a remarkable suppression of CHS, also proving 

a crucial role for PMN during the sensitization phase (7). In parallel, many studies have highlighted 

an exacerbated PMN recruitment in Nrf2 KO mice in lung inflammation models (23, 30), but to the 

best of our knowledge not in allergic settings. Comparison between three different models 

displaying ascending PMN recruitment levels revealed a positive correlation between skin 

infiltration by PMN, DC activation and skin inflammation in CHS. Altogether, these results 

suggested that Nrf2 activation in the skin controls PMN recruitment leading to a downstream 

regulation of DC maturation and of skin inflammation during the elicitation phase of CHS. 

Few studies have shown that DNCB activates Nrf2 target genes in skin cells such as 
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keratinocytes (31) as well as in different models of DC (human monocyte derived DC (MoDC and 

BMDC) (16, 32). Consistent with these studies, we demonstrated using whole skin RNA that 

DNCB sensitization activated a battery of Nrf2 cytoprotective target genes in skin cells including 

ho-1, nqo1 and gclc. Topical pretreatment with the antioxidant molecule NAC, allowing a depletion 

of ROS in the skin (14), decreases PMN and monocyte  recruitment in  Nrf2 deficient mice. Thus, 

disruptions of skin redox balance in the absence of Nrf2, affects the recruitment of different 

inflammatory cells including PMN and monocytes. This also indicates that the anti-oxidant role of 

Nrf2 was highly protective towards skin inflammation. Interestingly, the activation of Nrf2 target 

genes was associated with an upregulation of several genes, in particular the KRT family and IL-19, 

IL-24 (both members of IL-10 subfamily) (33) described to play an important role in skin wound 

healing (34–36). In contrast, Nrf2 downregulated genes encoding CCL20 and IL-1b, both known 

for their pro-inflammatory role in CHS (37–39). Furthermore, Nrf2 could interfere with 

inflammatory pathways encoding several key chemokines. Fourtounis et al. have suggested that 

Nrf2 downregulated the expression of CCL11 (Eotaxin-1) in human lung fibroblasts (40). In 

addition, Eitas et al. have demonstrated that monocyte treatment with a Nrf2 activator (bardoxolone 

methyl) reduced CCL2 production in burned patients (41). Our study has identified a group of CHS 

key chemokines and revealed that Nrf2 significantly decreased CCL2, CCL4 and CCL11 

production in response to DNCB. We can thus suggest that Nrf2 regulates skin chemokine 

production indirectly through redox control (42), and might directly inhibit the transcription of pro-

inflammatory cytokine genes (43). In both cases, the over production of these mediators participates 

in the important mobilization of inflammatory cells to the skin.  

In acute inflammation, PMN homeostasis and accumulation into the tissues needs to be 

tightly regulated to avoid excessive mobilization from the bone marrow (44). The engulfment of 

apoptotic PMN by macrophages is essential for tissue homeostasis and for the resolution of tissue 

inflammation (45–47). For instance, PMN elimination during wound repair starts by their apoptosis 

leading to their phagocytosis by anti-inflammatory macrophages (48, 49). While evidence for the 



 

           
 148 

involvement of scavenger receptor CD36 in mediating efferocytosis emerged long ago (50, 51), 

many recent studies have highlighted a role for Nrf2 in the regulation of CD36 expression (30, 52, 

53). Our in vivo results revealed that the chemical sensitizer DNCB enhanced CD36 expression on 

skin macrophages in an Nrf2-dependent manner but independently from oxidative stress. In 

addition, we confirmed using an in vitro model that Nrf2 improved macrophage capacity to 

phagocyte damaged PMN associated with direct CD36 gene upregulation. Thus, Nrf2 could 

promote the resolution of skin inflammation through phagocytosis of damaged PMN by 

macrophages.  

  

In summary, Nrf2 is central for the regulation of PMN recruitment and accumulation in the 

skin during the sensitization phase of CHS. Skin infiltration by PMN is highly dependent from 

Nrf2-regulated ROS level. Moreover, PMN elimination from inflamed skin can be improved by 

Nrf2 through CD36 upregulation on macrophages, but independently from ROS level. These 

mechanisms are summarized in Figure 6. This work highlights the key role of Nrf2 in PMN 

homeostasis in the skin and in the regulation of downstream events in CHS. Nrf2 should thus be 

considered as a therapeutic target in skin inflammation. 
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Figures legends 

Figure 1: Exacerbated recruitment of PMN and monocytes to DNCB-treated skin in the 

absence of Nrf2. WT and KO mice were treated with vehicle (acetone) or DNCB 1% on ears. (A) 

Representative immunofluorescence images of skin sections (24 h post-sensitization), stained with 

anti-Ly6G/C (red), anti-MPO (green) and DAPI (blue). Yellow dots merging the three markers 

represent mostly PMN, white double arrows represent ear thickness (in µm), scale bars = 50 µm. (B, 

C) Analysis of PMN and monocyte recruitment to the skin represented as a biparametric plot 

showing PMN (CD11b+, Ly6G+ from CD45+ live cells) or monocytes (Ly6C+ F4/80– from CD45+ 

CD11b+ Ly6G- CD11c- live cells) at 24 h post-sensitization and as graphs representing the kinetics 

of skin infiltration by PMN and monocytes at 2 h, 12 h and 24 h after sensitization. Graphs 

represent the absolute count of PMN or monocytes in the whole ears measured by flow cytometry 

and show mean ± SEM from 6-8 mice (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

 

Figure 2: Correlations between PMN recruitment to the skin, DC maturation and skin 

inflammation in CHS. WT and KO mice were only sensitized with DNCB 1% or sensitized then 

challenged with vehicle or DNCB 0.5%. A group of WT mice was injected with anti-Ly6G to 

deplete PMN. (A) Levels of PMN recruitment, CD86 expression on CD11b+ DC and % of ear 

thickness increase in WT depleted mice, WT non-depleted mice and KO mice. Graphs show mean ± 

SEM from 6-8 mice (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). # symbol indicates significant difference 

between vehicle and DNCB treated mice. (B) Spearman correlations between PMN % in skin, 

CD86 expression on CD11b+ DC and % of ear thickness increase. 

 

Figure 3: Oxidative and inflammatory pathways regulation by Nrf2 in skin cells. (A) 

Comparison of the messenger RNA levels of 30 genes at 6 h post-sensitization with 0.5% or 1% of 

DNCB. Data are expressed as a heat map in which row Z scores of the mean expression data for 
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triplicate arrays are shown (fold increase normalized to vehicle WT mice). Genes are divided into 3 

groups according to their functions (25). (B) Quantification of chemokines (CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL11, CCL22 and CXCL1) in WT and KO mice skin 24 h after sensitization with vehicle or 

DNCB 1%. The amount of chemokines in whole ear homogenates was quantified using a bead-

based immunoassay. The graphs show mean ± SEM (n=6-8). (C) Analysis of PMN percentage from 

CD45+ cells in WT and KO mice skin, 24 h after sensitization with vehicle or DNCB 1% with or 

without topical pretreatment with 50 mM of NAC. The graphs show mean ± SEM (n=5-8, *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001). 

 

 Figure 4: Nrf2 implication in macrophage activation and CD36 expression. WT and KO mice 

were sensitized with vehicle or DNCB 1% on ears. (A) Analysis of CD36 expression on skin 

macrophages represented as a biparametric plot showing the % of CD36+ skin macrophages, 24 h 

after sensitization with vehicle or DNCB 1% with or without topical pretreatment with 50 mM of 

NAC. (B) CD86 expression level calculated as MFI on skin macrophages defined as CD64+ F4/80+ 

from CD45+ CD11b+ Ly6G- CD11c- live cells. The graphs show mean ± SEM from 5 to 8 (*p<0.05, 

**p<0.01). 

 

Figure 5: In vitro assessment of Nrf2 implication in macrophage phagocytic capacity. BMM 

were stimulated with 25 ng/ml of LPS or 25 µg/ml of Zymosan A. (A) Graph showing the fold 

increase of cd36 mRNA between non-stimulated NS (reference) and stimulated BMM at 7 h post-

stimulation. Data were normalized to gapdh and ß-actin housekeeping genes. (B) The phagocytic 

capacity of BMM was assessed by flow cytometry after their incubation with Zymosan fluorescent 

bioparticles (90 min, 37°C, 5% CO2). Fluorescent cells represent BMM that have internalized 

Zymosan A bioparticles. (C) Assessment of LPS-stimulated BMM capacity to phagocyte damaged 

PMN, using flow cytometry. BMM were stimulated or not with 25 ng/ml LPS for 12 h, then 

incubated or not with damaged PMN for 12 h. Cells were then stained with anti- F4/80 and anti- 
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Ly6G. The % of double positive cells (F4/80+; Ly6G+) represents phagocytosis percentage. Flow 

cytometry data are shown as a biparametric plot from one representative experiment and as the 

mean of phagocytosis % from 4 independent experiments. The graphs show mean a ± SEM from 4 

different mice (*p<0.05). # symbol indicates significant differences between zymosan-stimulated 

and non-stimulated (NS) BMM. 

 

Figure 6: Regulation of DNCB-induced CHS by Nrf2. In response to DNCB, Nrf2 is activated in 

skin cells and induces a transcriptional activation of its anti-oxidant target genes (ho-1, nqo1, gclc, 

nos3…) leading notably to ROS neutralisation. In addition, Nrf2 activation decreases chemokines 

production in the skin (CCL2, CCL4, CCL11…) and upregulates CD36 expression on macrophages, 

resulting in a controlled recruitment of inflammatory cells and an efficient clearance of apoptotic 

PMN. All these events participate in the regulation of the innate immune response during the 

sensitization phase resulting in a controlled CHS. 
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Supplementary Table   
Gene symbols Gene names Function 

CYP1A1 Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 Redox/detox 

CYP1B1 Cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 Redox/detox 
FTH1P Ferritin, heavy polypeptide 1 Redox/detox 
FTL Ferritin, light polypeptide Redox/detox 
GCLC Glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit Redox/detox 
GCLM Glutamate-cysteine ligase, modifier subunit Redox/detox 
HMOX1 Heme oxygenase (decycling) 1 Redox/detox 
NOS3 Nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) Redox/detox 
NQO1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 Redox/detox 
S100A8 S100 calcium binding protein A8 Redox/detox 
SLC7A11 Solute carrier family 7, (cationic amino acid transporter, 

y + system) member 11 
Redox/detox 

TXNRD1 Thioredoxin reductase 1 Redox/detox 
KRT10 Keratin 10 Tissue repair 
KRT14 Keratin 14 Tissue repair 
KRT17 Keratin 17 Tissue repair 
KRT4 Keratin 4 Tissue repair 
KRT6 Keratin 6 Tissue repair 
MMP10 Matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2) Tissue repair 
MMP12 Matrix metallopeptidase 12 (macrophage elastase) Tissue repair 
MMP3 Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase) Tissue repair 
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92 kDa gelatinase, 

92 kDa type IV collagenase) 
Tissue repair 

VEGF Vascular endothelial growth factor A Tissue repair 
IL-19 Interleukin 19 (belongs to the IL-10 family) Inflammation 
IL-20 Interleukin 20 (belongs to the IL-10 family) Inflammation 
IL-24 Interleukin 24 (belongs to the IL-10 family) Inflammation 
CLEC4E C-type lectin domain family 4, member D Inflammation 
CLEC4D C-type lectin domain family 4, member D Inflammation 
CCL20 Chemokine (C–C motif) ligand 20 Inflammation 
IL1R2 Interleukin 1 receptor, type II Inflammation 
IL1B Interleukin 1, beta Inflammation 

Table: Gene names and brief functional summaries. The 30 genes are grouped into 3 functional 
categories: redox/detox, tissue repair and inflammation. 
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Figure 1: Representative FACS analysis of BMM purity and Ly6G expression on PMN before 
co-incubation. (A) BMM were identified as CD11b+ F4/80+ from single cells; BMM purity was ≥95% 
in all experiments. (B) Ly6G expression assessed on heat-treated PMN before their co-incubation with 
BMM. (C) Graph representing the expression of CD36 on BMM, 90 min after their stimulation with 
zymosan A 25 µg/ml (n=4, *p<0.05 ). 
 



Supplementary Figure 2 
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Figure 2: Flow cytometry gating strategy in skin cell suspensions. Total ear skin cells were 
subjected to 11 color analyses on a BD LSRFortessa. Data were analyzed using FlowJo v10. Cells 
were first gated on forward scatter and side scatter then on single live CD45+. PMN, monocytes, 
macrophages and dendritic cells were progressively gated from live CD45+ cells. 
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Figure 3: Nrf2-dependent regulation of monocytes and neutrophil recruitment in CHS. (A) 
CD11b expression level on skin PMN calculated as MFI (24 h post-sensitization). (B) Analysis of 
monocytes % from CD45+ cells in WT and KO mice skin, 24 h after sensitization with vehicle or 
DNCB 1%. Mice were  topically pretreated or not with 50 mM of NAC. (C) Graphs representing PMN 
and monocyte % from CD45+ in inflamed ears at 24 h after challenge (elicitation phase). Graphs show 
mean ± SEM from 6-8 mice .(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 
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Supplementary Figure 4* 

Figure 4: DNCB-induced skin inflammation.  HE staining of WT and KO mice ears section used to 
measure ear thickness 12 h or 24 h after sensitization with the vehicle (acetone) or with DNCB 1%. 
Scale bars = 100 μm.  

* Suppelmental figures (4 to 9) were not included in the submitted article. 



Supplementary Figure 5* 
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Figure 5: Verification of PMN 
depletion in isotype and anti-Ly6G 
injected mice. Gating analysis showed a 
reduction in high SSC cells population in 
depleted mice blood, associated with a 
complete loss of PMN defined as 
CD11b+ Ly6G+ cells in blood (A), bone 
marrow (B) and skin (C).  
(D) Graph representing the percentage of 
PMN from CD45+ cells in different 
organs. .(n=4, **p<0.01, ***p<0.001) 
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Supplementary Figure 6* 

Figure 6: Flow cytometry gating strategy in blood and bone marrow cell suspensions. Bone 
marrow (BM) cells were obtained from femur and tibia and then filtrated through pre-separation filters 
70 µM. Before studying whole blood leukocytes, hypotonic red blood cell lysis was performed and 
isotonicity was restored using ice-cold PBS. Blood (A) and bone marrow (B) cells were subjected to 6 
color analyses on a BD LSRFortessa using FlowJo v10. First they were gated on forward scatter and 
side scatter then on single Live dead CD45. From this whole population of live CD45+ cells, PMN and  
monocytes were progressively gated.  



Figure 7:  PMN and monocytes mobilization from bone marrow to the blood in response to 
DNCB. Variation of PMN and monocytes % from CD45+ cells in the bone marrow and the blood  at 
24 h after sensitization with DNCB 1%. Graphs show mean ± SEM from 6-8 mice (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001). 
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Supplementary Figure 8*  

Figure 8: Expression of CD86 costimulatory molecule on skin DC CD11b+ CD11c+ . WT and KO 
mice were sensitized on ears  with vehicle or DNCB 1%. (A) Graph representing CD86 expression 
calculated as MFI on skin CD11b+ DCs defined as CD11c+ from CD45+ CD11b+ Ly6G- live cells. (B) 
CD86+ LC% from total LC that were gated as CD207+ CD103- from CD11b+ DC,  represented as flow 
cytometry biparametric plot and as graph grouping different experiments. The graphs show mean ± 
SEM from 6-8 mice (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Supplementary Figure 9*  

Figure 9: Nrf2 expression in skin and blood. For Nrf2 intracellular staining, cells were fixed and 
permeabilized using a commercial kit according to the manufacturer’s instructions (ThermoFisher 
Scientific, California, USA). Cells were then incubated with a rabbit monoclonal anti-Nrf2 antibody 
(ab62352, Abcam, Cambridge, UK). The corresponding secondary antibody was then added: goat anti-
rabbit AF488 IgG (ThermoFisher Scientific). IgG antibody isotype control was used for negative 
controls (BD Biosciences). (A) Analysis of Nrf2 expression in skin immune cells (CD45-, PMN, 
CD45+ CD11b- cells, CD11b+ Ly6G- cells and unstained cells) from WT mice, represented as a 
biparametric plot and as a graph grouping data from 5 different mice. The graph represents the fold 
increase of Nrf2 MFI on stained cells compared to its MFI on unstained cells. (B) Analysis of Nrf2 
expression in blood immune cells (Ly6G+ and Ly6G- cells) from WT mice represented as a flow 
cytometry histogram and as a graph grouping MFI data from 7 different mice. The graphs show mean 
± SEM (**p<0.01, ***p<0.001).  
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IV. DISCUSSION 

Le neutrophile a été classiquement considéré comme une cellule de l’immunité innée 

particulièrement connue pour ses fonctions antimicrobiennes, notamment la phagocytose, la 

dégranulation et la production des FRO. La liste de ces fonctions s’est élargie pendant les dernières 

décennies, ce qui a suscité un regain d’intérêt pour le rôle du neutrophile dans la réponse 

immunitaire (158). Tout d’abord, il est maintenant évident que le neutrophile est une source de 

nombreuses cytokines dans différents contextes physiologiques ou pathologiques (57). En outre, la 

nétose, initialement décrite pour son rôle antimicrobien, s’avère impliquée dans de nombreuses 

pathologies inflammatoires, notamment dans les maladies auto-immunes (122). Des nouvelles 

approches, notamment l’imagerie intra-vitale, ont permis de mieux connaitre le neutrophile et de 

changer notre perception de ses fonctions dans l’immunité : une plus longue demi-vie, la migration 

inverse, la présence de différentes sous-populations et son implication dans la réponse adaptative 

(158). Ainsi le neutrophile a un rôle central dans l’inflammation, cependant son activation doit être 

finement régulée pour éviter des dommages tissulaires par exemple. 

Pour contrôler l’activation du neutrophile et éviter sa dérégulation, des voies de signalisation et des 

mécanismes protecteurs doivent exister dans les contextes inflammatoires pathologiques. Notre 

équipe s’est intéressée à l’identification de ces mécanismes et a récemment exploré le rôle anti-

inflammatoire de la protéine GILZ (abréviation de glucocorticoid-induced leucine zipper) dans le 

neutrophile, notamment son implication dans l’induction de l’apoptose et son rôle régulateur dans le 

syndrome de détresse respiratoire aiguë (364,365). En parallèle, un autre volet  de nos travaux de 

recherche se focalise sur la voie anti-oxydante Keap1/Nrf2. Nous avons ainsi montré grâce à un 

modèle de souris déficientes en Nrf2, le potentiel régulateur de cette protéine dans la réponse 

inflammatoire des DC aux molécules chimiques allergisantes in vitro et dans un modèle d’HSC 

(347,362). Dans la présente étude, nous avons analysé le rôle de Nrf2 dans la régulation des 

fonctions du neutrophile in vitro et dans l’allergie cutanée. 
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L’activation de Nrf2 dans les neutrophiles et l’induction de ses gènes cibles 

A l’état basal, le facteur de transcription Nrf2 est inhibé par son répresseur cytoplasmique Keap1 et 

constamment dégradé par la voie du protéasome. En réponse à un stress oxydant ou à des molécules 

électrophiles, Nrf2 se stabilise dans le cytoplasme et migre dans le noyau pour activer une série de 

gènes cibles codant pour des enzymes cytoprotectrices (366). L’expression de Nrf2 est ubiquitaire, 

mais son niveau d’expression dans le neutrophile semble être exceptionnellement important. Une 

étude récente a montré que les neutrophiles circulants et tissulaires présentaient une grande quantité 

d’ARN messagers codant pour la protéine Nrf2, à l’état basal et dans un modèle murin de 

cicatrisation cutanée (360). De même, les neutrophiles sont les cellules qui présentent la plus 

importante expression d’HO-1 dans le sang humain (367). Dans notre étude, nous montrons aussi 

une abondance de la protéine Nrf2 totale (par cytométrie en flux) dans les neutrophiles de différents 

tissus (moelle osseuse, sang et peau) comparés aux autres cellules immunitaires. Cependant, la forte 

accumulation de la protéine Nrf2 dans le cytoplasme en réponse à l’activateur sulforaphane, est 

associée à une faible migration au noyau. Le cas de Nrf2 peut ressembler à celui de la protéine 

PCNA (abréviation de proliferating cell nuclear antigen). En effet, il a été montré que la protéine 

nucléaire PCNA impliquée dans la survie cellulaire, a une localisation particulière propre au 

neutrophile puisqu’elle est abondante dans le cytoplasme (368). Cela peut suggérer que l’abondance 

de Nrf2 dans le neutrophile représente aussi une particularité liée à une transcription importante du 

gène codant Nrf2 et/ou un défaut de dégradation cytoplasmique. La capacité de Nrf2 à induire la 

transcription de ses gènes cibles ainsi que les conditions impliquant cette activation n’ont pas été 

étudiées précédemment dans le neutrophile. Notre modèle montre que le facteur de transcription 

Nrf2 est activable et fonctionnel dans les neutrophiles de la moelle osseuse malgré sa faible 

migration nucléaire par rapport à l’importante accumulation cytoplasmique. Ainsi, la transcription 

de ses gènes cibles comme ho-1, nqo1 et catalase est induite en réponse au sulforaphane considéré 

comme contrôle positif et en réponse au stimulant fongique,  le « zymosan A ». Cela suggère pour 

la première fois que Nrf2 peut être mobilisé dans un neutrophile activé pour jouer un rôle anti-
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oxydant protecteur. En outre, l’activation de Nrf2 en réponse à des molécules non électrophiles, 

notamment le zymosan A qui est principalement un ligand TLR2, rejoint d’autres études montrant 

que les voies de signalisation des TLR peuvent activer Nrf2, notamment  après une dégradation p62 

dépendante de keap1 (369).  

 

Rôle de Nrf2 dans la régulation des fonctions du neutrophile 

• La production des FRO 

Parmi ses propriétés antimicrobiennes, le neutrophile est connu pour son exceptionnelle capacité à 

produire de grandes quantités de FRO suite à l’activation de la NADPH oxydase pendant 

l’explosion oxydative (85). Des études ont montré une régulation mutuelle entre la NADPH 

oxydase et Nrf2 : a) la NADPH oxydase active Nrf2 via la production des FRO, b) l’absence de 

Nrf2 induit une augmentation de l’expression de la sous-unité NOX2 dans les cellules neuro-gliales 

murines (370), et c) la sous-unité p47phox interagit directement avec la protéine Nrf2 pour l’activer 

en inhibant son ubiquitination, ainsi l’absence de p47phox dans les macrophages murins 

s’accompagne d’une diminution de l’expression des gènes cibles de Nrf2 (371). La NADPH 

oxydase active donc Nrf2 qui à son tour inhibe la NADPH oxydase et élimine les FRO (372). 

Malgré le fait que le rôle anti-oxydant de Nrf2 ait été démontré dans d’autres cellules immunitaires 

incluant les macrophages et les DC, les études qui ont exploré son rôle dans la régulation de la 

production des FRO par les neutrophiles, sont controversées. Thimmulappa et al. ont montré que 

Nrf2 régule d’une façon importante la production des FRO dans les neutrophiles péritonéaux 

recrutés en réponse au thioglycollate et stimulés par le LPS (357). En revanche, deux études 

récentes, ne confirment pas l’implication de Nrf2 dans la régulation de la production des FRO par 

les neutrophiles isolés de la moelle osseuse (360,373). Notre travail montre que Nrf2 diminue, de 

manière  modérée, la production de FRO en réponse au zymosan A. Ce dernier induit une 

production importante de FRO, suggérant une forteactivation de la NADPH oxydase et par la suite 

une régulation par Nrf2. Cette variabilité dans les résultats de la littérature suggère qu’un signal lié 
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à une activation préalable (signal chimique, migration…), semble nécessaire pour que Nrf2 puisse 

moduler la production des FRO dans les neutrophiles. En effet, l’activation préalable de Nrf2 par le 

sulforaphane permet une importante réduction de la production des FRO, due en partie à 

l’activation de Nrf2. Le même résultat a été obtenu dans les neutrophiles humains sanguins traités 

avec le sulforaphane (358). Bien que le sulforaphane soit une molécule prometteuse pour réduire la 

production des FRO par les neutrophiles, notre étude montre que cette régulation ne dépend pas que 

de l’activation de Nrf2.  

• La nétose 

Le déclenchement de la forme lytique de la nétose requiert la production des FRO par la NADPH 

oxydase (122). Ainsi, la faible capacité de Nrf2 à réguler la production des FRO se traduit par une 

incapacité à contrôler la nétose. En effet, nous avons montré que Nrf2 ne régule pas la libération des 

NETs par les neutrophiles de la moelle osseuse, et ce en réponse à plusieurs stimulants classiques 

de la nétose tels que le PMA, l’ionomycine et le PAF. Bien entendu, cela n’exclut pas la possibilité 

qu’une surexpression de Nrf2 dans les neutrophiles puisse réguler la nétose. Il serait donc 

intéressant d’étudier la capacité de Nrf2 à réguler la nétose dans les neutrophiles du péritoine afin 

de retrouver une certaine corrélation avec les résultats de Thimmulappa et al. concernant la 

production des FRO. Étant donné la forte implication des NETs dans différentes pathologies 

inflammatoires, l’exploration des différents mécanismes régulateurs s’avère indispensable pour la 

découverte de cible prometteuse limitant les dégâts de la nétose. 

• La production de cytokines 

L’activation du facteur de transcription NF-κB est indispensable dans l’inflammation, notamment 

pour l’activation de la transcription des gènes pro-inflammatoires et la régulation de 

l’inflammasome (374). Les propriétés anti-inflammatoires de Nrf2 dépendent en partie de sa 

capacité à inhiber le facteur NF-κB, limitant ainsi la production des cytokines clés de 

l’inflammation telles que TNFα et IL-6. Une étude récente montre que Nrf2 peut inhiber la 
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production des cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages indépendamment de la 

régulation du stress oxydant, en bloquant directement le recrutement de l’ARN polymérase II (352). 

De même, plusieurs études ont établi des corrélations entre le niveau d’activation de Nrf2 et la 

production des cytokines pro-inflammatoires dans différents modèles murins (366,375–377). 

Néanmoins, Joshi et al. ne retrouvent pas des résultats similaires avec les neutrophiles dans un 

modèle de cicatrisation cutanée (360). Dans notre modèle in vitro, Nrf2 régule la transcription des 

gènes codants pour le TNF, CCL3 et l’IL-1b. En revanche, nous n’observons pas de régulation 

détectable du gène codant pour la production d’IL-6. Sachant que la production des cytokines 

engage des interactions entre de multiples voies de signalisation (52), d’autres voies immuno-

modulatrices semblent compenser l’activité de Nrf2 et masquer l’effet de son absence à l’échelle 

transcriptionelle et protéique. 

• La phagocytose  

Bien que quelques études mettent en évidence le rôle de Nrf2 dans l’augmentation de la capacité 

phagocytaire des macrophages et des DC (351,356,378,379), aucune étude n’a évalué la capacité 

phagocytaire des neutrophiles en absence de Nrf2. Notre travail révèle qu’à la différence des 

macrophages et des DC, Nrf2 n’affecte pas la phagocytose des neutrophiles de la moelle osseuse. 

Par ailleurs, la phagocytose des neutrophiles a la particularité d’être associée à une forte production 

de FRO  rendant le phagosome alcalin, suggérant encore une fois que les mécanismes de régulation 

dans le neutrophile sont moins dépendants de Nrf2 par rapport à ceux d’autres cellules de 

l’immunité innée.  

• La migration 

La migration permet d’une façon particulière au neutrophile d’infiltrer très rapidement les tissus 

infectés en assurant la première ligne de défense et de protection. La plupart des études existantes 

sont réalisées in vivo et se basent sur l’utilisation des souris totalement déficientes en Nrf2. Ces 

études montrent que l’absence de Nrf2 induit un recrutement exacerbé des neutrophiles dans 
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différents contextes pathologiques principalement ceux affectant les voies respiratoires (380–382). 

Toutefois ces modèles ne prouvent pas que Nrf2 régule spécifiquement la migration des 

neutrophiles. En effet, Nrf2 n’affecte pas la capacité de migration des neutrophiles in vitro en 

réponse aux chimioattractants, mais peut diminuer la vitesse de leur migration (373). Nos résultats 

sont en accord avec ces travaux, mais nous montrons de plus que Nrf2 peut améliorer la capacité 

des neutrophiles à migrer en réponse au fMLP, à CXCL2 et CXCL12. L’expression des récepteurs 

CXCR4 et CXCR2 n’est pas affectée en absence de Nrf2. De manière intéressante, le neutrophile 

déficient en Nrf2 présente une expression anormalement importante du CD11b en réponse aux 

chimioatractants, qui pourrait jouer un rôle dans sa migration dans le modèle de transwell. Nos tests 

de migration in vitro suggèrent que la migration exacerbée des neutrophiles observée in vivo dans 

les souris déficientes en Nrf2, serait plutôt liée à l’altération du microenvironnement chimiokinique 

au niveau du site inflammatoire. Un lien a été montré entre Nrf2 et le récepteur CXCR4, permettant 

de réguler la rétention et la mobilisation des cellules souches hématopoïétique (383). Nrf2 semble 

donc contribuer à l’homéostasie du neutrophile en particulier sa mobilisation de la moelle osseuse 

qui est fortement dépendante des axes CXCR4 et CXCR2 (20).  

 

Rôle de Nrf2 dans la régulation du recrutement des neutrophiles au cours de l’HSC 

Pour aborder le sujet dans un contexte inflammatoire cutané induit par une molécule chimique 

allergisante, une étude in vivo dans l’HSC a été réalisée. Ce modèle a  été choisi principalement 

pour trois raisons :  

a) La nature électrophile des molécules chimiques utilisées pour induire l’HSC telles que le DNCB 

et l’oxazolone. Ainsi ces molécules peuvent activer Nrf2 dans les cellules de la peau, comme 

démontré par notre équipe dans des modèles cellulaires de DC murins et humains (345,347). 

b) Le rôle protecteur de Nrf2 dans l’HSC démontré au sein de notre équipe, mettant en 

évidence l’ implication de Nrf2 dans ce contexte inflammatoire (362). 
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c) Le rôle clé des neutrophiles dans les deux phases de l’HSC comme démontré récemment par 

l’équipe de S.Martin (247). 

L’étude in vivo montre que suite à un premier contact avec le DNCB, les souris déficientes en Nrf2 

présentent une inflammation cutanée importante associée à un recrutement exacerbé des cellules 

circulantes inflammatoires incluant les neutrophiles et les monocytes.  La régulation du recrutement 

de ces cellules par Nrf2 est fortement dépendante de sa capacité  à réduire le stress oxydant cutané 

généré par le DNCB. Ainsi, une production excessive et incontrôlée des FRO, contribue à 

l’exacerbation du recrutement des neutrophiles et des monocytes d’une façon similaire. En d’autres 

termes la production des FRO dans la peau est l’un des facteurs initiaux et principaux qui orientent 

et déterminent l’intensité de la réponse inflammatoire cutanée aux DNCB. Cela rejoint les études de 

la littérature montrant le rôle crucial des FRO dans l’initiation de la réponse inflammatoire cutanée 

aux molécules chimiques allergisantes (303). A noter que les neutrophiles constituent une source 

principale de FRO dans l’HSC (247); suggérant leur implication dans le maintien de l’inflammation 

cutanée.  

Notre modèle de souris déficientes en Nrf2, apporte une preuve supplémentaire sur le rôle clé du 

neutrophile et de Nrf2 dans l’HSC. En effet, des corrélations établies entre différents lots de souris 

montrent que l’intensité de recrutement des neutrophiles pendant la phase de sensibilisation  corrèle 

positivement avec le niveau d’activation des DC et avec l’intensité de l’inflammation cutanée 

pendant la phase d’élicitation. Par ailleurs, l’implication des neutrophiles dans la physiopathologie 

de l’HSC est contrôlée par Nrf2. Ces corrélations sont consistantes à la fois avec les précédents 

résultats de notre équipe montrant un rôle protecteur de Nrf2 dans l’HSC (362) et avec les résultats 

de l’équipe de S. Martin montrant le rôle clé des neutrophiles dans la phase de sensibilisation de 

l’HSC (247). Notre équipe a précédemment montré que les NETs et les ectosomes des neutrophiles 

sont capables de diminuer la maturation des DC et d’induire une polarisation Th2 (384,385), mais la 

nature des interactions entre le neutrophile et la DC dans l’HSC reste mal connue. D’une façon 
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intéressante, nous montrons ici que le recrutement des neutrophiles contribue fortement à 

l’activation et la maturation des DC cutanées dans l’HSC, de manière dépendante  de Nrf2. Ce 

dernier est donc engagé dans la régulation des événements cellulaires précoces suivant l’exposition 

cutanée aux molécules chimiques allergisantes, suggérant que son activation optimale pourrait 

limiter ou même bloquer le processus de sensibilisation. 

 

Figure 25 : Schéma récapitulatif montrant le rôle protecteur de Nrf2 dans le neutrophile 
activé par le zymosan A. 
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Nrf2 et microenvironnement cutané 

L’étude du microenvironnement cutané montre que la molécule allergisante DNCB active les gènes 

cibles anti-oxydants de Nrf2 tels que ho-1, nqo1, nos3 et gclc, comme précédemment décrits par 

notre équipe dans des modèles de culture cellulaire incluant les mo-DC, les THP-1 et les BMDC 

(345,347,386). Par ailleurs, le rôle central de Nrf2 dans la réponse cutanée aux allergènes est à la 

base de la validation de la méthode d'essai ARE-Nrf2 luciférase. Ce test in vitro dans un modèle de 

kératinocytes, se base sur l’induction des voies dépendantes de Nrf2 pour distinguer les molécules 

sensibilisantes des non-sensibilisantes (OCDE 2018, Essai n° 442D). Notre étude montre de 

nouvelles voies modulées dépendamment de Nrf2  dans la peau sensibilisée au DNCB: a) activation 

d’une série de gènes fortement impliqués dans la réparation tissulaire, notamment les gènes de la 

famille des kératines, b) activation de certains gènes codant les métalloprotéinases telles que la 

MMP3, la MMP10 et la MMP12 , c) activation des gènes codant les cytokines anti-inflammatoires 

de la famille d’IL-10 (IL-19 et IL-24) et d) contrôle de l’activation des gènes codant pour des 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β et le CCL20. Ces gènes candidats peuvent être 

directement régulés par Nrf2 ou via des voies dépendantes de son activité anti-oxydante. 

En régulant la transcription des gènes codant pour les chimiokines, Nrf2 participe au contrôle du 

microenvironnement chimiokinique qui est responsable de l’afflux des cellules inflammatoires à la 

peau. CCL2, CCL4 et CCL11 sont parmi les chimiokines fortement régulées par Nrf2 dans la peau 

sensibilisée au DNCB. En particulier, le gène codant pour CCL11 nommé aussi éotaxine, a été 

proposé comme un nouveau gène cible de Nrf2 (387). A noter que la régulation de la production des 

chimiokines n’est pas nécessairement dépendante d’une régulation transcriptionnelle directe mais 

pourrait être liée à la régulation du stress oxydant cutané par Nrf2. Ceci permet de limiter la 

génération des signaux de danger de type FRO et DAMP et par conséquent limiter l’induction des 

voies de signalisation responsables de la production des chimiokines, notamment les voies TLR-

dépendantes. De même, la forte transcription Nrf2-dépendante de certains gènes de la famille des 

MMP peut contribuer au clivage puis à l’inactivation des chimiokines, notamment CCL2 et CCL11, 
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et à la régulation de l’afflux des cellules inflammatoires (388–390). Si la capacité de Nrf2 à réguler 

directement certains gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires est mise en évidence dans 

les macrophages, des études supplémentaires seront nécessaires pour comprendre les mécanismes 

de cette régulation dans la réponse inflammatoire cutanée aux sensibilisants chimiques. 

 

Rôle de Nrf2 dans l’efferocytose 

L’élimination des neutrophiles apoptotiques par les macrophages, connue aussi sous le nom 

d’efferocytose, figure parmi les premiers mécanismes permettant la résolution de l’inflammation 

(192). Bien que le recrutement des neutrophiles suite à la sensibilisation aux allergènes chimiques 

soit dépendant du stress oxydant et du microenvironnement chimiokinique, leur accumulation 

anormale peut être liée à une efferocytose altérée. En effet, nous avons montré que Nrf2 régule 

l’activation des macrophages dans la peau et permet l’induction, en réponse au DNCB, d’un 

récepteur principal de l’efferocytose, le CD36. La transcription du gène codant CD36 nécessite une 

activation directe par Nrf2, indépendante de l’équilibre redox. Ainsi l’absence de Nrf2 dans les 

macrophages diminue leur capacité phagocytaire, notamment leur capacité à phagocyter les 

neutrophiles.  A noter que la forte expression Nrf2-dépendante de certaines MMP dans la peau peut 

stimuler l’apoptose des neutrophiles (391,392). La capacité de Nrf2 à activer CD36,  a été aussi 

décrite dans d’autres pathologies infectieuses et inflammatoires comme le paludisme (355,393) et 

l’athérosclérose (394). CD36 émerge donc dans notre étude comme une nouvelle cible, dont 

l’activation pourrait participer à l’accélération du processus de résolution des inflammations 

cutanées induites par les allergisants chimiques.  

Il a été montré que la MMP12, principalement produite par les macrophages, augmente leur 

capacité phagocytaire et réduit l’infiltration des neutrophiles dans un modèle de péritonite 

(389,390). En parallèle, les macrophages de polarisation M2 mais pas les M1 exacerbent 

l’inflammation cutanée en produisant la MMP12, dans un modèle d’HSC induite par le DNFB 
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(395,396). Nos résultats montrent une forte activation transcriptionnelle du gène codant la MMP12, 

dépendamment de Nrf2, pendant les premières heures suivant la sensibilisation. Cependant,  nous 

suggérons un rôle anti-inflammatoire Nrf2-dépendant joué par les macrophages, notamment les 

macrophages CD36+ lors de la phase de sensibilisation de l’HSC. Une caractérisation phénotypique 

approfondie des macrophages cutanés sera donc nécessaire pour mieux définir le rôle de Nrf2 dans 

leur polarisation en réponse aux allergisants chimiques, étudier les caractéristiques phénotypiques 

de la sous-population CD36+ et comprendre le rôle de la  MMP12 macrophagique pendant la phase 

de sensibilisation. En outre, il est important aussi de comprendre le devenir et la polarisation des 

monocytes qui infiltrent massivement la peau en absence de Nrf2 pendant la phase de 

sensibilisation. Bien que théoriquement, les monocytes doivent se différencier en macrophages dans 

les tissus, des études ont bouleversé ce dogme et montré une polarisation particulière des monocytes 

dans certains contextes inflammatoires. En particulier, une étude récente a caractérisé une 

population de monocytes CCR2+ recrutés aux poumons pendant la phase précoce d’un modèle de 

fibrose induite par les nanoparticules de silice. Ces monocytes sont identifiés M-MDSCs 

(abréviation de monocytic myeloid-derived supressor cells) à cause de leur capacité inédite à inhiber 

la prolifération des LT et à contribuer au dépôt de collagène sans se différencier en macrophages 

(397). Cela suggère que l’exploration du phénotype et des fonctions des monocytes/macrophages 

pendant la phase de sensibilisation de l’HSC ainsi que le rôle de Nrf2 dans leur polarisation, 

promettrait aussi d’apporter une importante avancée dans la compréhension des allergies cutanées.  
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Figure 26 : Schéma récapitulatif montrant le rôle protecteur de Nrf2 dans la réponse 
allergique cutanée au DNCB. 
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Globalement, notre modèle in vitro montre que Nrf2 est fortement exprimé dans les neutrophiles et 

joue un rôle protecteur suite à leur stimulation, en activant des gènes cibles cytoprotecteurs, en 

diminuant la transcription des gènes de l’inflammation et en réduisant la production des FRO. 

Cependant, l’absence de Nrf2 n’affecte que modérément certaines autres fonctions du neutrophile. 

Ces résultats sont en échos avec ceux des précédentes études de l’équipe montrant que l’activation 

de la protéine GILZ induit des effets pré-résolutifs dans le neutrophile mais son absence n’affecte ni 

les fonctions classiques, ni l’apoptose spontanée (Thèse M-A. Espinasse, 2013). Cela suggère que le 

neutrophile est doté de multiples mécanismes anti-inflammatoires qui coopèrent pour assurer  la 

protection la meilleure possible lors des puissantes phases d’activation, notamment pendant 

l’explosion oxydative. Nous pouvons citer par exemple la thioredoxine-1 conférant des effets anti-

oxydants et anti-inflammatoires dans le neutrophile (398), ainsi que  la voie de signalisation de la 

phosphatidylinositol 3-kinase (399). HO-1 peut également être compté parmi ces voies 

compensatrices, étant donné sa possible activation indépendante de Nrf2, sa forte capacité à inhiber 

la voie NF-κB et sa forte expression dans les neutrophiles (331,400,401). Ainsi, la délétion d’une 

voie régulatrice redondante, n’induit pas nécessairement des modifications détectables dans la 

biologie du neutrophile. Une telle redondance des voies ne semble pas être aussi efficace dans 

d’autres cellules immunitaires. En revanche, un modèle de gain de fonction serait original pour 

adresser les effets protecteurs de Nrf2 dans le neutrophile, sachant que les activateurs 

pharmacologiques disponibles comme le sulforaphane, manquent de spécificité et requièrent une 

longue durée de traitement pour induire une activation optimale de Nrf2 alors que la vie du 

neutrophile est assez courte. 

En parallèle, Nrf2 régule fortement les événements précoces dans l’HSC, notamment le recrutement 

des neutrophiles et des monocytes à la peau ainsi que l’activation des DC, en modulant le 

microenvironnement cutané. Nrf2 est aussi indispensable pour induire la résolution de 

l’inflammation cutanée via les macrophages. Cette implication indiscutable de Nrf2 dans la 

régulation de la réponse immunitaire innée aux molécules chimiques allergisantes, permet alors de 
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le proposer comme une authentique et potentielle cible thérapeutique pour inhiber l’immunité innée 

cutanée et éviter une cascade d’évènements immunitaires conduisant aux inflammations chroniques. 

Plusieurs molécules sont identifiées comme activatrices de Nrf2. Les plantes sont une source 

généreuse de molécules activatrices de Nrf2 comme la curcumine dans le curcuma, les 

anthocyanines dans les fruits rouges et les isothiocyanates (sulforaphane) dans le brocoli et les 

choux de Bruxelles. Ces molécules montrent dans nombreuses études des effets anti-oxydants et 

anti-inflammatoires dépendants de l’activation de Nrf2 (366). Par exemple, la curcumine possède 

des effets neuro-protecteurs dans différents modèles dont l’épilepsie (402). Le sulforaphane est 

actuellement en phase d’essai clinique principalement pour la prévention et/ou le traitement des 

maladies cancéreuses comme le cancer des poumons et le cancer de la vessie (ClinicalTrials.gov). 

Néanmoins, les bénéfices de l’activation de Nrf2 sont parfois controversés; bien que le rôle 

préventif de Nrf2 contre l’apparition des tumeurs ait été observé, l’activation prolongée de Nrf2 

dans les cellules tumorales pourrait induire une résistance à la chimiothérapie (328). 

Une stratégie thérapeutique reposant sur l’activation de Nrf2 dans l’HSC doit donc prendre en 

considération le ratio bénéfice/risque. En particulier, une activation prolongée de Nrf2 au niveau de 

la peau peut être délétère : altération de la barrière lipidique de l’épiderme,  hyper-prolifération des 

kératinocytes (403,404) et effets pro-tumorigènes résultant de l’immunosuppression (328). Ainsi, 

l’activation de Nrf2 doit être transitoire et contrôlée pour éviter les effets secondaires résultants. 

Certaines études proposent un système d’administration dermique basé sur les nanotechnologies, 

permettant de  mieux contrôler la diffusion des molécules activatrices au niveau de la peau 

uniquement et éviter un passage systémique (405). L’efficacité clinique de cette approche reste à 

démontrer mais de tels systèmes innovants peuvent  offrir une opportunité et un espoir pour 

contrôler une variété de pathologies cutanées. 
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V. CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 

Les études expérimentales réalisées in vitro montrent que le facteur de transcription Nrf2 joue un 

rôle protecteur dans les neutrophiles de la moelle osseuse de souris en induisant la transcription de 

ses gènes cibles codant pour des enzymes anti-oxydantes et en diminuant la transcription des gènes 

codant pour des cytokines inflammatoires. L’activation de Nrf2 diminue la production des FRO par 

les neutrophiles stimulés. De même, Nrf2 permet une migration optimale des neutrophiles en 

réponse aux chimiokines CXCL2 et CXCL12. Ainsi, Nrf2 semble être indispensable pour maintenir 

l’homéostasie des neutrophiles dans les niches hématopoïétiques. En revanche, l’absence de Nrf2 

n’affecte pas la nétose ni la phagocytose, suggérant qu’il n’est pas impliqué dans ces deux fonctions 

ou bien qu’une redondance avec une autre voie immuno-modulatrice permet de compenser son 

absence. 

Dans un modèle murin d’allergie cutanée, nous montrons que Nrf2 est fortement impliqué dans la  

régulation de l’inflammation cutanée pendant la phase de sensibilisation de l’HSC. En effet, Nrf2 

limite le recrutement des cellules inflammatoires telles que les neutrophiles et les monocytes. Ceci 

est lié à la régulation du stress oxydant cutané et de la production des chimiokines. En outre, 

Nrf2 accélère la résolution de l’inflammation en induisant l’expression des récepteurs de 

l’efferocytose, notamment le CD36, par les macrophages. Ceci augmente leur capacité phagocytaire 

et permet une meilleure clairance des neutrophiles pour accélérer le processus de résolution. Ainsi, 

la régulation de ces événements immunitaires innés par Nrf2 contrôle l’inflammation cutanée 

induite dans l’HSC. 

Nrf2 participe donc au contrôle des fonctions du neutrophile et régule son recrutement et son 

élimination de la peau en réponse aux molécules chimiques allergisantes. Le rôle anti-

inflammatoire précoce de Nrf2 dans l’allergie cutanée suggère que son activation pourrait devenir 

une stratégie thérapeutique prometteuse en dermatologie. 
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Ces études apportent une plus ample compréhension du rôle de Nrf2 dans la biologie du neutrophile 

et ses mécanismes de régulation dans la réponse cutanée innée aux molécules chimiques 

allergisantes. Néanmoins, des études supplémentaires seront nécessaires  pour pouvoir exploiter ces 

connaissances à des fins thérapeutiques. En particulier, des modèles de gain de fonction pourraient 

mieux révéler le rôle anti-inflammatoire de Nrf2 dans les neutrophiles. En parallèle, le 

développement de nouvelles molécules activatrices de Nrf2, ayant une meilleure spécificité, serait 

indispensable pour la recherche fondamentale et thérapeutique. 

Notre étude met en évidence une forte expression de Nrf2 dans les neutrophiles par rapport aux 

autres cellules immunitaires. Néanmoins, les effets de l’absence de Nrf2 dans les neutrophiles sont 

relativement modérés par rapport aux DC et aux macrophages. Ainsi, il sera intéressant de mener 

une étude moléculaire approfondie permettant d’expliquer l’intérêt de cette forte expression dans la 

biologie du neutrophile. 

Le travail réalisé in vivo dans le modèle d’HSC, met en évidence  le rôle de Nrf2 dans la régulation 

des événements immunitaires innés en réponse au DNCB. Ce dernier étant un stimulant fort, il est 

nécessaire de valider ces résultats avec d’autres molécules ayant un potentiel allergisant moins 

important, comme le cinnamaldéhyde,  pour se rapprocher des conditions d’exposition clinique. En 

outre, il serait intéressant de vérifier si les mécanismes Nrf2-dépendants décrits dans notre travail 

existent aussi dans d’autres pathologies cutanées inflammatoires impliquant les neutrophiles, 

comme le psoriasis ou la dermatite irritante de contact. 

La méthode semi-quantitative de cytométrie en flux, développée et mise au point au cours de ces 

travaux de thèse, montre que la quantification de Nrf2 dans un pool hétérogène de cellules sans 

nécessité d’isolement, est possible. Ceci permet d’envisager l’exploration assez simple de Nrf2 dans 

des études cliniques afin de mieux comprendre son implication dans des pathologies 

inflammatoires. En particulier, une variabilité du niveau d’activation de Nrf2 en réponse aux 

molécules allergisantes pourrait apporter des éléments expliquant la susceptibilité particulière de 
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certains individus  à développer des allergies cutanées. 

Enfin, nos travaux apportent de nouvelles données pouvant être mises à profit pour envisager de 

mieux valoriser le potentiel anti-inflammatoire de Nrf2 dans des applications thérapeutiques au 

cours de l’allergie cutanée ou d’autres maladies cutanées inflammatoires. Plusieurs essais cliniques 

sont en cours avec des molécules activatrices de Nrf2, comme le RT408 (triterpénoïde) dans la 

dermatite radio-induite (406,407) et le resvératrol (stilbénoïde) dans la rectocolite hémorragique 

(408). D’autres molécules sont déjà utilisées en clinique comme le diméthylfumarate (triterpénoïde) 

pour inhiber la progression de la sclérose en plaque et dont le mécanisme d’action dépend en grande 

partie de l’activation de Nrf2 (409). Néanmoins, comme Nrf2 orchestre de multiples voies de 

signalisation, il est important d’identifier les cibles spécifiques dans chaque contexte inflammatoire 

pour utiliser des molécules appropriées et éviter ainsi les effets larges et incontrôlables dus à 

l’activation excessive et inappropriée de Nrf2.  

Pour conclure, si la compréhension du rôle de Nrf2 dans la régulation des fonctions du neutrophile 

nécessite encore d’autres études, son pouvoir anti-oxydant et anti-inflammatoire dans l’allergie 

cutanée  permet d’envisager de prochaines études orientées vers sa modulation pharmacologique et 

ses applications thérapeutiques. 
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Titre : Rôle du facteur de transcription Nrf2 dans la régulation des fonctions du neutrophile in vitro et dans 
l’allergie cutanée. 

Mots clés : Neutrophile, modèle murin, hypersensibilité de contact, Nrf2, stress oxydant, allergie 

Résumé : Les neutrophiles constituent une première 
ligne de défense contre les  agents infectieux. En 
revanche, leur activation incontrôlée peut exacerber 
certaines pathologies inflammatoires telles que les 
allergies cutanées. Notre équipe a montré 
précédemment que le facteur de transcription Nrf2 
connu pour son rôle antioxydant, régulait 
l’inflammation cutanée dans l’hypersensibilité de 
contact (HSC). Ainsi ce travail a été mené pour 
évaluer in vitro l’implication de la voie Nrf2 dans les 
fonctions des neutrophiles et pour identifier son rôle 
dans le recrutement et l’activation des neutrophiles 
dans l’HSC. 
In vitro, nous montrons que la protéine Nrf2 est 
fortement exprimée dans les neutrophiles de la moelle 
osseuse. Nrf2 est fonctionnelle dans les neutrophiles 
stimulés : il active la transcription de gènes cibles 
cytoprotecteurs et diminue celle des gènes de 
l’inflammation. Ainsi, le prétraitement des 
neutrophiles avec un activateur de Nrf2 tel que le 
sulforaphane, réduit la production des formes 
réactives de l’oxygène (FRO) en réponse à une 
stimulation. En parallèle, l’absence de Nrf2 ne semble 
pas affecter la phagocytose et la nétose, deux 
fonctions clés du  neutrophile. 

Enfin, Nrf2 est indispensable pour une migration 
optimale des neutrophiles en réponse aux 
chimiokines.  
Au cours de l’HSC induite par le 
dinitrochlorobenzène (DNCB), Nrf2 régule 
indirectement le recrutement des neutrophiles, en 
contrôlant le stress oxydant cutané et les voies 
inflammatoires impliquées dans la production de 
chimiokines, notamment CCL2, CCL4 et CCL11. En 
outre, Nrf2 induit l’augmentation d’expression du 
scavenger CD36 dans les macrophages et augmente 
ainsi leur capacité à éliminer les neutrophiles 
apoptotiques  pour initier la résolution de 
l’inflammation.  
En conclusion, l’activation de Nrf2 dans les 
neutrophiles participe au contrôle de la production des 
FRO et la migration. En outre, Nrf2 émerge comme 
un effecteur clé dans le contrôle du recrutement et de 
la clairance des neutrophiles au cours de la réponse 
inflammatoire cutanée aux molécules allergisantes. La 
mise en évidence de ces mécanismes protecteurs de 
Nrf2 nous permet de proposer cette protéine comme 
nouvelle cible thérapeutique dans le contrôle 
d’inflammations cutanées chroniques.  

 

Title : The role of Nrf2 transcription factor in the regulation of neutrophil functions in vitro and in a cutaneous 
allergy 

Keywords : Neutrophil, contact hypersensitivity, Nrf2, oxidant stress, mice model, allergy 

Abstract: Neutrophils form the first line of defense 
against infectious agents. However, their 
uncontrolled activation may exacerbate certain 
inflammatory conditions such as cutaneous allergies. 
Our team has previously shown that Nrf2 
transcription factor known for its antioxidant role, 
regulates skin inflammation in contact 
hypersensitivity (CHS). Thus, our work was carried 
out to evaluate in vitro the involvement of Nrf2 
pathway in neutrophil functions and to identify Nrf2 
role in neutrophil recruitment and activation in CHS. 
In vitro, we showed that the protein Nrf2 was highly 
expressed in bone marrow neutrophils. Nrf2 is 
functional in stimulated neutrophils: it activates the 
transcription of cytoprotective genes and 
downregulates that of inflammatory genes. Thus, 
pretreatment of neutrophils with an Nrf2 activator 
such as sulforaphane reduces the production of 
reactive oxygen species (ROS) in response to 
stimulation. In parallel, Nrf2 does not affect two key 
functions of neutrophil, phagocytosis and netosis. 

Finally, Nrf2 is essential for optimal migration of 
neutrophils toward chemokines. In CHS induced by 
the dinitrochlorobenzene (DNCB), Nrf2 indirectly 
regulates the recruitment of neutrophils, through 
regulation of skin oxidant stress and inflammatory 
pathways that are involved in  chemokines 
production, including CCL2, CCL4 and CCL11. In 
addition, Nrf2 induces the up-regulation of 
scavenger CD36 in macrophages and thus increases 
their ability to eliminate apoptotic neutrophils 
leading to the resolution of inflammation.  
In conclusion, Nrf2 activation in neutrophils 
participates in the control of ROS production and 
migration. In addition, Nrf2 emerges as an important 
effector in the control of neutrophil recruitment and 
clearance during the skin inflammatory response to 
allergenic molecules. The demonstration of Nrf2 
protective mechanisms leads us to suggest this 
protein as a new therapeutic target in the control of 
chronic skin inflammations. 

 


