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ABREVIATIONS

7-DHC : 7-déhydrocholestérol

Bcl-6 : B-cell [ymphoma 6

CCL : C-C motif chemokine ligand

CCR : C-C motif chemokine receptor

CD : Cluster de différenciation

¢DCs : Cellules dendritiques conventionnelles

CDE : Complexe de différenciation épidermique

CDP : Précurseur commun aux cellules dendritiques (Common dendritic cell precursor)
CDSN : Cornéodesmosine

CFSE : Carboxyfluorescein succidinyl ester

CGRP : Calcitonin gene-related-peptide

CLDN : Claudine

CLR : Récepteurs de lectines de type C (C type lectin receptors)
CM : Fibres C mécano-sensibles

CMH I/II : Complexe majeur d'histocompatibilité de classe I/11
CMH : Fibres C sensibles a la chaleur et aux stimuli mécaniques
CMi (His+) : Fibres C mécano-insensibles histamine positive
COX-2 : Cyclooxygénae 2

CPA : Cellule présentatrice d’antigéne

CRLR : Calcitonin receptor-like receptor

CTS : Corticostéroides topiques

CXCL : C-X-C motif chemokine ligand

CXCR : C-X-C motif chemokine receptor

CYP : Cytochrome P-450

DA : Dermatite atopique

DAMP : Motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires (Damage associated
molecular patterns)

DC-LAMP : Dendritic cell lysosome-associated membrane protein
DCs : Cellules dendritiques (Dendritic cells)
DMEM : Dulbecco's modified eagle medium



DMSO : Diméthylsulfoxyde

DRG : Ganglion de la racine dorsale (Dorsal root ganglion)

E12 : Embryon de 12 jours

EASI : Eczema area and severity index

EDTA : Acide éthyléne-diamine-tétra-acétique (Ethylene-diamine-tetra-acetic acid)
EFS : Etablissement francais du sang

EGF : Facteur de croissance épidermique (Epidermal growth factor)
EGM 2 : Endothelial cell growth medium 2

ELISA : Enzyme-linked immunoassay

FcR : Récepteur a la fraction constante (Fc receptor)

FGF : Facteur de croissance du fibroblaste (Fibroblast growth factor)
FLG : Filaggrine

GM-CSF : Facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

hBD-2 : B-défensine humaine 2 (human fS-defensin 2)

HBSS : Hank's balanced salt solution

HDM : Acariens (House dust mite)

HEE : Equivalent d’épiderme humain (Human epidermis equivalent)
HEPES : Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HKSA : S. aureus inactivé par la chaleur (Heat killed S. aureus)

HR : Récepteur a I’histamine (Histamine receptor)

HSC : Cellule souche hématopoiétique (Hematopoietic stem cell)
HSE : Equivalent de peau humaine (Human skin equivalent)

IBMC : Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire

IFNy : Interféron vy

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

ILC2 : Cellules lymphoides innées 2 (Innate lymphoid cells 2)

INV : Involucrine

iPS : Cellules souches pluripotentes induites (/nduced pluripotent stem cells)
IV : Ichtyose vulgaire

JAK : Janus kinase



KLK : Kallikréine

LB : Lymphocyte B

LCs : Cellules de Langerhans (Langerhans cells)

LDH : Lactate déshydrogénase

LEKTI : Lympho-epithelial kazal type related inhibitor
IfTSLP : Forme longue de la TSLP (Long form TSLP)
LOEX : Laboratoire d’organogénéese expérimentale
LOR : Loricrine

LPS : Lipopolysaccharide

LT, T : Lymphocyte T

LYVE-1 : Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1

MAMP : Motifs moléculaires associés aux microorganismes (Microbe associated molecular
patterns)

M-CSF : Facteur stimulant les colonies de macrophages (Macrophage colony-stimulating
factor)

MLR : Réaction mixte lymphocytaire (Mixed lymphocyte reaction)
MonoDCs : Cellules dendritiques dérivées de monocytes

MonoLC : Cellules de Langerhans dérivées de monocytes
MonoMacro : Macrophages dérivés de monocytes

Mrgpr : Mas-related G protein—coupled receptor

NGF : Facteur de croissance du nerf béta (S-nerve growth factor)
NKI1R : Neurokinin I receptor

NLR : Récepteurs de type Nod (Nod-like receptors)

NMEF : Facteurs naturels d’hydratation (Natural moisturizing factor)
NS : Non stimulé

OCT : Optimal cutting temperature

OLS : Organes lymphoides secondaires

OVA : Ovalbumine

P : Passage

PAR2 : Récepteur a protéases 2 (Protease-activated receptor-2)
PBMC s : Cellules mononucléées du sang périphérique (Peripheral blood mononuclear cell)
PBS : Tampon phosphate salin (Phosphate-buffered saline)

PCA : Acide pyrrolidone carboxylique (Pyrrolidone carboxylic acid)



PCNA : Proliferating cell nuclear antigen

PCR, qPCR : Polymerase chain reaction, quantitative PCR
pDCs : Cellules dendritiques plasmacytoides

PDPN : Podoplanine

PECAM-1 : Platelet endothelial cell adhesion molecule-1
Pen/strep : Pénicilline/streptamycine

PFA : Paraformaldéhyde

PK : Phosphokinase

PL : Phospholipase

PMA : Phorbol myristate acétate

PMCAT1b : Plasma membrane calcium ATPase 1b

pro-FLG : Pro-filaggrine

PROX-1 : Prospero-related homeobox 1

PRR : Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern recognition receptor)
RAMP : Receptor activity-modifying protein

RANKUL : Receptor activator of nuclear factor (NF)-kB ligand

RLR : Récepteurs induits par 1’acide rétinoique (Retinoic acid-inducible gene-I Like
Receptors)

RPMI : Roswell park memorial institute medium

RXR : Récepteur nucléaire X des rétinoides

S100 : S100 calcium-binding proteins

S. aureus : Staphylococcus aureus

SCORAD : Score in atopic dermatitis

SE : Sérum EDTA

SEA/B : Staphylococcus entérotoxine A/B

SEM : Erreur standard de la moyenne (Standard error of the mean)
sfTSLP : Forme courte de la TSLP (Short form TSLP)

SH : Sérum humain

shRNA : Small hairpin RNA

siRNA : Small interfering RNA

SNP : Polymorphisme d'un seul nucléotide (Single-nucleotide polymorphism)
SP : Substance P



SPINKS : Serine peptidase inhibitor kazal-type 5
SPRR : Small proline-rich proteins
SSC : Granularité (Side scatter)

STAT : Transducteur de signal et activateur de transcription (Signal transducer and activator
of transcription)

SVF : Sérum de veau feetal

Tc : Lymphocyte T cytotoxique

TEWL : Perte insensible en eau (Transepidermal water loss)

Tfh : Lymphocyte T folliculaire

TGF-B : Facteur de croissance transformant 3 (Transforming growth factor p)
Th : Lymphocyte T auxiliaire (7 helper)

TNCB : Trinitrochlorobenzene

TNF-oa : Facteur de nécrose tumorale o (Tumor necrosis factor o)
Tregs : Lymphocytes T régulateurs

TRM : Lymphocytes T résidents mémoires

TRP : Transient receptor potential

UCA : Acide urocanique (Urocanic acid)

VDBP : Protéine de liaison a la vitamine D (Vitamin D binding protein)
VDR : Récepteur a la vitamine D (Vitamin D receptor)

VDRE : Eléments de réponse a la vitamine D (Vitamin D response elements)
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AVANT-PROPOS

Ce manuscrit est la synthése d’un travail de 3 ans et 8 mois réalisé au sein de ’'UPR3572
a ’Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IBMC) de Strasbourg pour obtenir le grade
de Docteur spécialisé en Immunologie. Cette these, dirigée par le Docteur Vincent Flacher, est
intitulée : « Reconstitution in vitro des réponses immunitaires initiales dans la dermatite

atopique ».

Nous avons souhaité avec ce manuscrit partager une partie des connaissances acquises
et des résultats relatifs a la construction de ce modele. L introduction sera divisée en 4 chapitres.
Le Chapitre I donnera une description générale de la peau, afin de comprendre sa structure et
la fonction des cellules qui la composent. Dans le Chapitre II nous présenterons la dermatite
atopique, sa physiopathologie et sa prise en charge, puis dans le Chapitre III, les modeles in
vitro déja existants. Enfin, dans le Chapitre IV nous accentuerons la discussion sur la vitamine
D, ses effets sur le systéme immunitaire, son lien avec la dermatite atopique et pourquoi elle
représente une piste intéressante pour la construction de ce modele.

L’ensemble des résultats de notre étude seront regroupés en deux parties, puis discutés.
La version soumise de la publication scientifique : «Vitamin D3-elicited human skin dendritic
cells promote type-2 T helper differentiation independently of thymic stromal
lymphopoietiny», réalisée avec Hoste A., Muller Q., Mueller CG. et Flacher V., constitue la
premiere partie de ces résultats et de la discussion (Partie A).

Dans la seconde, nous présenterons les étapes du transfert du modele « de base » dans
nos laboratoires, ainsi son application pour la dermatite atopique. Ces résultats seront mis en
paralléle avec des expériences contrdles sur des cellules dérivées de monocytes et des explants

de peau (Partie B).

Les connaissances techniques acquises sur la culture de cellules primaires humaines et
I’utilisation d’explants de peau ont permis également ma contribution en tant qu’auteur a deux
publications de 1’équipe. La premicere, intitulée « Inhibition of dengue virus infection by
mannoside glycolipid conjugates », réalisée par Schaeffer E et al., a déja été publiée dans
Antiviral Research en 2018 (article disponible en Annexe a). La seconde, intitulée
« Recombinant Chikungunya virus envelope protein E2 provides a targeting vector for
antigen presentation by human dermal CD14+ cells » est actuellement en révision (article

disponible en Annexe b).



Cette theése a été précédée d’un Doctorat en Pharmacie puis d’un Master Biologie, Sant¢,
Qualité réalisé¢ en 2016 a I'universit¢ de Reims, sous la bienveillance du Docteur Aurélie
Trussardi-Régnier. Ce travail a fait 1’objet d’une publication intitulée : « Variation of the
epidermal expression of glucocorticoid receptor-beta as potential predictive marker of
bullous pemphigoid outcome » réalisée en premier auteur avec I’aide de Le Jan S., Plée J.,
Durlach A., Bernard P., Antonicelli F., et Trussardi- Régnier A. Ces travaux ont été soumis et

révisés en 2017, en parallele de ma premiere année de thése, dans Experimental Dermatology.
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INTRODUCTION

Chapitre 1. La peau

Dans cette premicre partie de I’introduction, nous allons nous plonger dans 1’organe qui
est au cceur de cette thése : la peau. La peau constitue la couche externe de 1’organisme,
représentant une barriere physique avec I’extérieur. Beaucoup plus qu’une simple enveloppe
recouvrant notre corps, elle est en effet le siege de nombreuses fonctions. Elle permet
notamment de contribuer au maintien de la température corporelle, d’apporter la sensibilité
tactile et de protéger notre corps contre les agressions (rayonnements, chocs, infections). C’est
sa structure et sa richesse cellulaire qui expliquent comment la peau est capable d’assurer
I’ensemble de ses roles. L’un des premiers enjeux de cette these étant de reproduire un modele
de peau (stratifi¢, vascularisé, innervé et immunocompétent) il parait essentiel dans un premier

temps d’en comprendre sa structure, son fonctionnement et les éléments qui la composent.

1. Structure générale

Par simplicité schématique, la peau peut se représenter en 3 couches : 1’épiderme (partie
supérieure), le derme (partie centrale) et I’hypoderme (partie inférieure). Les modéles d’études
utilisés dans cette theése (explant de peau et peau reconstruite) ne contenant pas d’hypoderme

ou tissu adipeux, il ne sera pas abordé dans les paragraphes suivants.

1.1 L’épiderme

L’¢épiderme est un épithélium stratifi¢, c’est-a-dire formé de plusieurs assises de cellules
épithéliales (appelées kératinocytes), et pavimenteux, car sa couche la plus externe possede
des cellules aplaties, plus larges que hautes. Sous cette couche cornée se trouvent la couche
granuleuse, la couche épineuse puis la couche basale (Mélissopoulos et al., La peau ; Freinkel

et al., The Biology of the skin).

La couche basale ou stratum basale représente la strate la plus profonde de I’épiderme,
posée directement sur le derme (Figure 1). Elle est formée d’une seule épaisseur de
kératinocytes indifférenciés et cohésifs, rattachés a la fois aux cellules voisines par des
structures d’ancrage nommées desmosomes et a la lame basale du derme par des
hémidesmosomes. Ces structures sont directement liées au cytosquelette du kératinocyte. Celui-

ci est composé d’un réseau de filaments intermédiaires qui correspondent a un assemblage de
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protéines, les kératines. Le marquage des kératines est communément utilisé en recherche afin
de caractériser un épiderme car c’est un reflet de 1’état de différenciation du kératinocyte. A ce
titre, la couche basale exprime les kératines K5 et K14. Cette couche germinative tient son nom
a la forte capacité mitotique de ses cellules, unipotentes, générant des cellules filles qui vont
soit conserver les propriétés de la cellule mére et intégrer elles aussi la couche basale (division
symétrique), soit se différencier et progresser dans les strates supérieures de 1’épiderme
(division asymétrique). Notons que ces différences s’expliquent par une modification de
I’orientation du centrosome (Muroyama et al., 2012). La progression du kératinocyte dans les
couches supérieures de I’épiderme conduit a un ensemble de changements qui contribuent a sa
différenciation. La perte des interactions avec les composants de la membrane basale entraine
une levée d’inhibition de la voie Notch, controlant I’expression de marqueurs de différenciation
(Okuyama et al., 2008). De plus, les kératinocytes sont confrontés a la modification de leur
environnement, avec une diminution de 1’exposition a des facteurs de croissance tels que le
facteur de croissance du fibroblaste (Fibroblast growth factor, FGF) et le facteur de croissance
épidermique (Epidermal growth factor, EGF). Ces changements se traduisent par une altération
profonde des kératinocytes, avec la perte de leur pouvoir mitotique et I’inhibition de
I’expression de filaments intermédiaires K5 et K14 (Fuchs et al., 2002). Des mélanocytes,
cellules responsables de la pigmentation de la peau et de la protection aux rayonnements UV
par la production de mélanine, sont également retrouvés entre les kératinocytes basaux, avec
des prolongements qui vont s’étendre jusqu’a la couche supra-basale.

Les premiers kératinocytes différenciés vont venir composer la couche épineuse ou
stratum spinosum, qui tient son nom a la présence plus nombreuse de desmosomes, a aspect
« épineux ». Contrairement a la couche basale qui est monocouche, en moyenne 5 a 15 assises
de kératinocytes vont venir composer cette zone. Ces derniers s’identifient par I’expression des
filaments a kératine K1 et K10. On va distinguer, mobiles entre les kératinocytes, la présence
de cellules immunitaires, les cellules de Langerhans (Langerhans cells, LCs), un sous-type de
cellules dendritiques (Dendritic cells, DCs) spécifique a I’épiderme.

L’avant-derniére couche de kératinocytes, la couche granuleuse ou stratum
granulosum, se caractérise par I’observation de kératinocytes qui s’aplatissent, avec, comme
son nom le suggere, un aspect granuleux. Celui-ci s’explique par la présence de grains de
kératohyaline dans le cytoplasme qui reflétent la synthése par le kératinocyte de protéines (pro-
filaggrine (pro-FLG), loricrine (LOR), involucrine (INV)) appartenant au complexe de
différenciation épidermique (CDE). Ces protéines seront cruciales a la formation de la derniére

strate de I’épiderme (la couche cornée). Elles sont utilisées comme marqueurs tardifs de

2



Introduction

différenciation car caractéristiques des couches supérieures de 1’épiderme. De plus, on note la
présence de corps lamellaires ou kératinosomes, d’origine Golgienne, chargés en substances
lipidiques (céramides, stérols, phospholipides) et en enzymes hydrolytiques (protéases, lipases,
glucosidases, phospholipases).

A D’interface entre la couche granuleuse et la couche cornée ou stratum corneum, le
kératinocyte va subir une transformation finale : la cornification. Elle consiste en la libération
du contenu du cytoplasme (dégradation des organelles, relargage en Ca®" anciennement stocké)
et des corps lamellaires (précurseurs lipidiques et enzymes) pour former le ciment
intercornéocytaire. Ce processus conduit a la mort de ces cellules, désormais appelées
cornéocytes. Ces derniers, anucléés et aplatis, voient leur cytosquelette de kératine maintenu,
solidifié¢ par 1’agrégation des molécules de filaggrine (FLG), obtenues apres clivage et
déphosphorylation de la pro-FLG. C’est cette agrégation aux filaments qui explique
I’aplatissement des cellules. Les cornéocytes sont soudés entre eux par des cornéodesmosomes,
aprés fixation de la cornéodesmosine (CDSN) aux desmosomes, eux-mémes liés au
cytosquelette de kératine. Ils sont couverts d’une enveloppe protéo-lipidique, I’enveloppe
cornée, formée par le contenu des corps lamellaires et des protéines (LOR, INV). Plus on monte
dans la couche cornée, plus la FLG perd son affinité pour la kératine. Elle y sera dégradée en
acides aminés libres : I’acide pyrrolidone carboxylique (pyrrolidone carboxylic acid, PCA) et
l'acide urocanique (urocanic acid, UCA), qui composent les facteurs naturels d’hydratation
(natural moisturizing factor, NMF) a activit¢ hygroscopique. L’ensemble de ces éléments

assure I’imperméabilité de I’épiderme (Eckhart et al., 2013 ; Candi et al., 2005).

Parall¢lement a la progression des cornéocytes vers la surface, les cornéodesmosomes,
responsables de leur cohésion, sont eux aussi dégradés. La perte de ces structures conduit a un
phénoméne de détachement des cornéocytes appelé desquamation. Plusieurs protéases sont
impliquées dans ce processus et méme si leur identification précise est encore en cours, les
kallikréines (KLK) représentent la famille la plus décrite. Citons notamment KLKS5, KLK7,
KLK14 dont le role a ét¢ démontré dans le clivage de certains composants desmosomaux,
comme la desmocolline 1, la cornéodesmosine et la desmogléine (Caubet et al., 2004 ;
Stefansson et al., 2006). Ces sérines protéases initialement inactives sont relarguées a partir des
corps lamellaires dans le milieu extracellulaire a I’interface entre couche granuleuse et cornée.
Leur activation se fait par clivage selon une cascade d’autoactivation sous 1’influence du pH et
d’inhibiteurs de protéases, comme le Lympho-epithelial kazal type related inhibitor, LEKTI
(Prassas et al., 2015).
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Il est important de noter également que I’épiderme est sujet a un gradient de calcium
extracellulaire, essentiel a la différenciation épidermique. La concentration de calcium, faible
dans la couche basale, atteint un maximum au niveau de la couche granuleuse, puis est a
nouveau réduite dans la couche cornée. Ce gradient intervient dans la libération du contenu des
corps lamellaires a I’interface couche granuleuse / cornée et influence la régulation de
I’expression des genes de la différenciation épidermique, FLG, LOR ou INV par exemple (Elias

et al., 2002).

| Desquamation

stratum Cornification
corneum FLG
stratum Pro-FLG, INV, LOR
granulosum
stratum K1, K10
spinosum
stratum Prolifération
basale K5 K14
lamina ~ || Intégrine a6
basale
M Keratohyaline B Comeodesmosome { Desmosome /' Hemidesmosome

Figure 1 : Représentation de la structure épidermique. L’épiderme peut étre schématisé en 4
couches, identifiables par I’expression de marqueurs spécifiques du stade de différenciation du
kératinocyte : le stratum basale (K5, K14), le stratum spinosum (K1, K10), le stratum granulosum (pro-
FLG, INV, LOR) et le stratum corneum (FLG). La cohésion des kératinocytes a la lamina basale se fait
par l'intermédiaire de structures d’adhésion nommées hémidesmosomes et entre eux par des
desmosomes et cornéodesomosomes (couche cornée uniquement pour ces derniers). [llustration
modifiée d’apres Denecker et al., 2008.
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L’épiderme est donc un épithélium en perpétuel renouvellement, avec un cycle complet
qui dure environ 28 jours. C'est ce qui assure sa cohésion et sa pérennité. Une perturbation de
cet équilibre peut donner lieu a I’apparition de pathologies cutanées comme 1’ichtyose vulgaire
(IV), associée a un défaut de desquamation, et le psoriasis, ou [’on observe une
hyperprolifération de cellules mal différenciées. Ces maladies refletent I’importance

structurelle de I’épiderme dans sa fonction.

1.2 Le derme

Le derme est un tissu conjonctif, c’est-a-dire faisant office de jonction entre I’épiderme
et I’hypoderme sous-jacent, dont les cellules qui le composent sont séparées entre elles par une
matrice extracellulaire. Le derme est non stratifi¢ et plus épais que 1’épiderme, sa composition
cellulaire et moléculaire est variable selon la profondeur par rapport a la surface, et il est soumis
a un remodelage régulier. Le derme est vascularisé, contrairement a 1’épiderme. On peut
distinguer 2 régions : le derme papillaire et le derme réticulaire (Mélissopoulos et al., La peau ;

Freinkel et al., Biology of the skin).

Le derme papillaire est le plus superficiel, il tient son nom des papilles dermiques qui
s’imbriquent dans I’épiderme et confeérent un aspect ondulé a la jonction derme-épiderme. Cette
zone est riche en fibroblastes, cellules immunitaires, vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elle
est également innervée par des prolongements nerveux dont les terminaisons peuvent arriver
jusqu’a I’épiderme, et par des corpuscules comme les corpuscules de Meissner, récepteurs
sensoriels du toucher léger. Tous ces €léments résident dans une substance fondamentale
amorphe, constituée de protéoglycannes, de glycoprotéines, d’eau et d’acide hyaluronique.

Le derme réticulaire constitue la région inférieure, plus épaisse. Elle accueille
plusieurs annexes cutanées comme les glandes sudoripares, les corpuscules de Paccini
(sensibles aux vibrations) et de Ruffini (sensibles a la pression). Cet aspect réticulé vient du

maillage plus dense de fibres, dont le diamétre augmente en allant vers 1’hypoderme.

Les principales fibres constitutives du derme sont des fibres de collagéne ou €lastiques,
a qui il doit ses propriétés mécaniques. Le collagéne représente le composant constitutif
majoritaire du derme. Il renvoie a une famille assez large de protéines, importante dans
I’intégrité de nombreux tissus, classée en fonction de son architecture. Le collagéne a pour

structure générale une triple hélice de trois chaines alpha, avec répétition de motifs d’acides
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aminés glycine et proline. Le derme se constitue en grande partie de collagéne de type I et 111,
classification faite selon la constitution de la chaine alpha. Ces protéines s’associent en fibrilles
puis en fibres, qui conferent un caractere peu extensible mais résistant a la tension (Shoulders
et al., 2009). Les fibres élastiques, comme leur nom 1’indique, apportent 1’¢lasticité (étirement
et relachement) au derme. Elles sont en relation étroite et complémentaire avec les fibres de
collageéne aux propriétés mécaniques opposées. Elles résultent de I’association d’une protéine
insoluble, 1’¢lastine (90%) avec des microfibrilles de fibrilline (10%). Le collagéne et 1’¢lastine
du derme sont synthétisés par les fibroblastes. Les fibroblastes représentent le type cellulaire
majoritaire du derme. Ils interviennent également dans la formation des autres composants de
la matrice extracellulaire et sont responsables de leur dégradation via la syntheése de
collagénases et de protéases. Ils sont trés a 1’écoute des signaux de I’environnement et en
constante interaction avec les autres cellules. Par exemple, les fibroblastes papillaires, proches
de I’épiderme, sont sensibles au facteur de croissance transformant B (7ransforming Growth
Factor-f, TGF-B), libéré aprés un trauma, qui induit la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes, jouant un rdle essentiel dans la contraction de la plaie lors du processus de

cicatrisation (Li et al., 2011).

2. Réseaux sanguins et lymphatiques

La peau est un systeme vascularisé qui regroupe deux circuits, la circulation sanguine
et lymphatique. Le sang est indispensable a I’apport en nutriments et oxygene, la lymphe draine
les fluides extracellulaires en exces en direction des ganglions lymphatiques. Les deux servent
¢galement a la circulation entrante et sortante des cellules immunitaires. Dans la peau, seuls le
derme et I’hypoderme sont vascularisés. L’épiderme est uniquement approvisionné par

diffusion a partir du réseau capillaire des papilles dermiques.

La circulation sanguine de la peau se décompose en trois réseaux anastomotiques de
veines et artéres interconnectés, paralleles a la surface de la peau. Le premier, sous
I’hypoderme, correspond a un réseau de vaisseaux dont partent des branches perpendiculaires
qui franchissent I’hypoderme et convergent jusqu’au second réseau, le plexus vasculaire
profond, situé dans le derme réticulaire. De celui-ci émergent des collatérales rejoignant les
annexes cutanées (glandes sudoripares, sébacées et follicule pileux) et traversant le derme
réticulaire jusqu’a son extrémité papillaire pour former le plexus vasculaire superficiel a la

jonction derme réticulaire / derme papillaire. Ce dernier réseau donne naissance aux capillaires
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qui colonisent les papilles dermiques incrustées dans I’épiderme. Dans la peau, la circulation
lymphatique suit le méme parcours que le réseau artérioveineux, mais avec une organisation

uniquement en capillaires et canaux collecteurs (Braverman et al., 2000).

Les vaisseaux sanguins et lymphatiques se caractérisent par la présence d’un
endothélium composé de cellules endothéliales. Cet endothélium représente la couche la plus
interne du vaisseau. Il peut étre recouvert par d’autres couches (media et intima pour les veines
et artéres sanguines) ou uniquement par une lame basale (capillaires). La faible épaisseur du
capillaire et sa faible vitesse de flux facilitent les échanges avec les tissus. En microscopie, les
vaisseaux sanguins et lymphatiques s’identifient par 1’expression commune du récepteur
transmembranaire d’adhésion, Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), aussi
appelé CD31. Celui-ci est retrouvé a la jonction entre deux cellules endothéliales et contribue
a la migration (entrée, sortic) des leucocytes a travers les capillaires, notamment dans le
processus final d’extravasation ou de diapédése. En effet, les leucocytes expriment également,
mais plus faiblement, le CD31, aidant a la reconnaissance et au passage entre deux cellules
endothéliales par interaction homophilique (Garrido-Urbani et al., 2008). Les capillaires
sanguins se distinguent des lymphatiques par la présence de péricytes, qui influent sur
I’angiogenese et la régulation du débit sanguin. Notons que les cellules endothéliales
lymphatiques expriment d’autres marqueurs d’adhésion comme la Podoplanine (PDPN) et le
Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 (LYVE-1) ce qui rend possible leur

distinction en microscopie (Ribatti et al., 2011).

3. Innervation

La peau est un organe sensoriel majeur, en contact direct avec 1’environnement
extérieur, elle peut transmettre des informations multiples concernant notamment le toucher
(pression, vibration, chaleur). L’intégration et la transmission de cette modalité sensorielle est
effectuée par les neurones. Le derme et I’épiderme (sauf couche cornée) sont innervés par des
fibres nerveuses du systéme périphérique, dont les corps cellulaires sont situés dans les
ganglions de la racine dorsale (Dorsal root ganglion, DRG) le long de la moelle épiniére. Les
informations pergues seront ensuite centralisées et interprétées par le cerveau (Hsieh et al.,

1997 ; Laverdet et al., 2015 ; Oaklander et al., 2005).
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I1 existe 3 types de fibres sensorielles innervant la peau : les fibres AP, A et C. Ces
fibres, ou axones, correspondent a un prolongement cytoplasmique émis a partir du corps
cellulaire du neurone, a terminaison nerveuse libre ou connectée avec une structure particulicre
a Dextrémité (disque, corpuscule). Elles se différencient dans un premier temps par leur
structure : les fibres AP (diametre 12pum) et A (Spum) sont protégées par une gaine de myéline,
alors que les fibres C (1um) sont amyélinisées. La gaine de myéline correspond a plusieurs
enroulements de la membrane plasmique de cellules gliales, les cellules de Schwann, qui
s’enroulent autour de 1’axone. Le cytoplasme de ces cellules est riche en une protéine, la
my¢line, mais aussi en lipides et cholestérol. Sa composition la rend impermeéable aux ions et
assure I’isolation €lectrique des axones. C’est ce qui accroit la vitesse de transmission des influx
nerveux par saut entre les zones de 1’axone ou la gaine est interrompue, ou nceuds de Ranvier,
par un mécanisme connu sous le nom de conduction saltatoire. Les cellules de Schwann
remplissent d’autres fonctions, c’est pourquoi elles sont aussi retrouvées a proximité des fibres
nerveuses de type C non myélinisées. On parle dans ce cas de Schwann non myélinisantes,
capables d’interagir grace a leurs prolongements cytoplasmiques sur plusieurs axones, afin de

participer a la croissance et a la régulation de 1’équilibre ionique des neurones.

Les fibres AP sont responsables de la transmission de 1’information liée au toucher.
Contrairement aux terminaisons nerveuses libres des fibres Ad et C, elles nécessitent d’étre
encapsulées dans des structures particulieres (corpuscules de Meissner, Pacini, Ruffini) ou en
lien avec des cellules spécialisées (disques de Merkel). Ces récepteurs sont sensibles aux
vibrations et a I’intensité¢ de pression en fonction de leur localisation. Les corpuscules de
Meissner et Merkel sont proches de 1’épiderme, alors que ceux de Pacini et Ruffini sont proches
du derme profond (Figure 2). Ils permettent I’intégration d’informations multiples allant de la
perception des formes et textures aux déplacements sur la peau. Les fibres AS et C possedent
des terminaisons nerveuses libres sensibles a la douleur et aux variations de température. Il est
essentiel de retenir que les fibres C sont les fibres les plus nombreuses dans la peau (70%),
qu’elles projettent majoritairement dans 1’épiderme et participent notamment a la transmission

des signaux a I’origine du prurit.
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Figure 2 : Récepteurs sensoriels de la peau. Les fibres nerveuses cutanées représentent une
population hétérogéne de neurones mécanosensoriels, a terminaison nerveuse libre (fibres Ad et C) ou
encapsulée (fibres AB) dans des structures spécifiques : disque de Merkel, corpuscule de Meissner,
Ruffini, Pacini. La diversité de ces fibres permet la perception de signaux multiples par la peau, allant
du toucher, de la pression, a la vibration. lllustration modifiée d’apres Tortora et al., Principes
D'anatomie et de Physiologie.

Certaines fibres nerveuses, en plus de transmettre des informations afférentes, sont
capables de contribuer au relargage de médiateurs, cette fois-ci par des voies efférentes : on
parle dans ce cas de fibres peptidergiques. Ces médiateurs, ou neuropeptides, sont contenus
dans des vésicules aux extrémités des terminaisons nerveuses. Ils participent a la réponse
inflammatoire locale, par exemple grace a un effet sur les cellules endothéliales avec induction
de la vasodilatation et accroissement de la perméabilité (Weidner et al., 2000). C’est le cas de
certaines fibres C, productrices de la Substance P (SP) et du Calcitonin gene-related-peptide
(CGRP), deux des principaux neuropeptides trouveés dans la peau. Le récepteur de la SP, le
récepteur neurokinine 1 (Neurokinin I receptor, NK1R) est un récepteur couplé a la protéine G

(G protein coupled receptor, GPCR). Le récepteur de la CGRP est un hétérodimére du
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Calcitonin receptor-like receptor (CRLR) et du Receptor activity-modifying protein (RAMP).
Les récepteurs a SP et CGRP sont largement exprimés, notamment par les cellules de la peau
(kératinocytes, cellules immunitaires). La production de neuropeptides par les fibres
peptidergiques permet une communication et une coopération avec les cellules de

I’environnement, dont les cellules immunitaires.

4. Systéme immunitaire

La peau par sa fonction de barri¢re est sujette non seulement a des stress physiques,
mais elle est aussi exposée aux substances toxiques ou aux microorganismes potentiellement
pathogenes. Le systéme immunitaire doit donc étre préparé a les reconnaitre et a les discriminer
afin de fournir la réponse appropriée. De fagon simplifiée, la premiere ligne de défense
aspécifique est assurée par les cellules phagocytaires de I'immunité innée (macrophages
résidants ou neutrophiles recrutés sur le site de I’infection) pour détruire le pathogene endocyté.
Une seconde réponse, dite adaptative, spécifique des antigénes présents, est mise en place et
complete la réponse innée. Elle est représentée en grande partie par les lymphocytes B (LB) et
T (LT ou T) et nécessite une rencontre avec I’antigéne. Ce dernier est transporté a partir du site
de Dl’infection, par circulation dans le sang ou la lymphe, vers les organes lymphoides
secondaires (OLS), passivement ou grace a des cellules présentatrices d’antigene (CPA),
notamment les DCs. La reconnaissance spécifique de I’antigeéne par les LB et LT conduit a leur
expansion clonale et a la génération de lymphocytes effecteurs et mémoires. Ce procédé est
influencé en amont dans la peau, via la libération de médiateurs par les cellules de
I’environnement (kératinocytes, fibroblastes, endothéliales) et par d’autres cellules
immunitaires présentes (mastocytes, basophiles, €¢osinophiles). Nous nous focaliserons dans
cette partie sur le réle des DCs, principales CPA migrant de la périphérie vers les OLS, dans la
capture et la présentation de 1’antigéne, la polarisation des LT, ainsi que sur I’influence des

signaux pergus par I’environnement lors de ce processus.

4.1 Maturation des DCs apres reconnaissance de signaux de danger

Les DCs représentent une famille large et hétérogene de cellules immunitaires qui
tiennent leur nom de leurs dendrites, dynamiques afin d’assurer la reconnaissance de
pathogenes puis I’interaction avec le lymphocyte T. Les DCs sont circulantes (sang et lymphe)
ou résidentes dans la majorité des tissus, dont la peau. Ces derniéres, en grande majorité
immatures a 1’état physiologique, se retrouvent donc a la fois dans le derme et I’épiderme.
Immature ne signifie pas inactif, en effet ces cellules ont la capacité de reconnaitre directement
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grace a de nombreux récepteurs (Pattern recognition receptor, PRR) des motifs moléculaires
associés aux microorganismes (Microbe associated molecular patterns, MAMP) ou aux
dommages cellulaires (Damage associated molecular patterns, DAMP). 11 existe plusieurs
familles de PRR chez les vertébrés, ces derniers peuvent aussi bien étre membranaires ou
cytosoliques afin d’assurer la reconnaissance de pathogénes (intacts ou fragments de
dégradation apreés internalisation) extracellulaires et intracellulaires (Janeway et al.,
Immunobiologie de Janeway 4°¢ édition ; Owen et al., Immunologie de Janis Kuby 7¢ édition ;

Gros et al., Atlas d’immunologie).

Parmi la grande variété de PRR, on peut retenir :

- les récepteurs de type Toll ou Toll-like-receptors (TLR), dont Jules Hoffmann, co-
lauréat du prix Nobel 2011 en physiologie et médecine a Strasbourg, a contribué¢ a la
caractérisation. On peut citer par exemple le TLR4, récepteur de surface participant a la
reconnaissance du lipopolysaccharide (LPS) de la membrane des bactéries Gram-, ou le TLR7,
endosomal, pour I’ARN simple brin viral.

- les récepteurs de lectines de type C ou C type lectin receptors (CLR) qui lient des
glucides a la surface des pathogenes extracellulaires, comme le mannose et le fucose pour
CD209. Elles peuvent également reconnaitre des complexes immuns via le récepteur a la
fraction constante (Fc receptor, FcR) des complexes anticorps / antigénes.

- les récepteurs induits par I’acide rétinoique ou Retinoic acid-inducible gene-I like
receptors (RLR), PRR solubles impliqués comme senseurs de composants viraux.

- les récepteurs de type Nod ou Nod-like receptors (NLR) qui reconnaissent par

exemple des MAMP bactériens.

Si le pathogene est extracellulaire, la liaison du ligand du PRR peut conduire a son
internalisation par phagocytose ou macropinocytose (ingestion de fluide environnant la DC) et
en I’activation de nombreuses voies de signalisation intracellulaires selon le PRR engagé. De
plus, a I’intérieur de la cellule, ’antigéne va étre apprété, c’est-a-dire présenté a la membrane
par les molécules du complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH). Si I’antigéne est
intracellulaire, comme des particules virales, il sera pris en charge par le protéasome et présenté
par le CMH 1. Les CMH I sont exprimées par la quasi-totalit¢ des cellules nucléées de
I’organisme, elles peuvent présenter ’antigene aux LT CD8+. Le CMH II est réservé aux CPA
(DCs, macrophages, LB) et présente lui aux LT CD4+, sauf cas particulier de présentation

croisée.
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De plus, suite aux signaux de danger percgus via les PRR, la DC va maturer, c’est-a-dire
augmenter 1’expression des molécules de costimulation B7 (B7.1 ou CD80 ; B7.2 ou CD86) et
du CMH 1 et II, afin d’améliorer I’apprétement des antigenes. Elle va aussi produire de
nouvelles cytokines et chimiokines pour influencer son environnement ou recruter des cellules
(par exemple le C-C motif chemokine ligand 18, CCL18 peut attirer les LT). Grace a
I’expression accrue du C-C motif chemokine receptor 7 (CCR7) sensible aux chimiokines
CCL19 et CCL21 émises par les vaisseaux lymphatiques du derme, les DCs matures sont
désormais capables de migrer vers les OLS afin de présenter les antigénes aux lymphocytes T.
On peut en outre noter que ces chimiokines sont €également produites dans les tissus lymphoides
et que CCR7 est aussi présent sur les lymphocytes T naifs qui s’y trouvent, ce qui favorise les

interactions entre ces derniers et les DCs en provenance de la périphérie.

4.2 Classification des DCs de la peau

Tres tot dans la littérature ont été mises en évidence des différences phénotypiques entre
les DCs, donnant naissance a une classification en perpétuel débat et renouvellement (Tableau
I, page 14). Ce besoin de classification va aussi refléter des différences fonctionnelles qui seront

présentées dans les paragraphes suivants.

Les DCs peuvent se diviser en trois groupes, les DCs conventionnelles (¢cDCs), les DCs
plasmacytoides (pDCs) et les DCs dérivées de monocytes (MonoDCs). Elles ont pour point
commun 1’expression du CMH 11, tel que HLA-DR. La peau en conditions physiologiques
(peau saine, non inflammée) contient une majorité¢ de cDCs mais peu de MonoDCs et pDCs,
dont le nombre sera surtout augmenté par recrutement lors de 1’inflammation. Chez I’homme,
les DCs dites conventionnelles, ou classiques, peuvent étre subdivisées en cDC1 (CD141 high)
et ¢cDC2 (CDlc+). Les sous-populations CD14+ du derme et les cellules de Langerhans
(CD207+) ont des propriétés différentes, discutées plus bas (Collin et al., 2018 ; Boltjes et al.,
2014 ; Kashem et al., 2017 ; Malissen et al., 2014).

Les cellules de Langerhans (L.Cs) sont des DCs spécifiques a 1’épiderme, en contact
étroit avec les kératinocytes et a activité phagocytaire importante. On vulgarise réguliérement
les LCs comme premicre ligne de défense de la peau, en raison de leur présence dans I’épiderme
qui en fait les cellules immunitaires les plus proches du milieu extérieur. Elles sont caractérisées
par la présence de granules de Birbeck, des vésicules d’endocytose qui se forment par

invagination de la membrane grice a la langérine (ou CD207). CD207 est une lectine
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transmembranaire de type C qui fonctionne comme un PRR (Valladeau et al., 2000). Afin de
les distinguer des autres DCs, on peut noter que les cellules de Langerhans expriment CDlc et
des niveaux plus ¢élevés de CD1a.

Les ¢DC1 (CD141+) et ¢DC2 (CDlc+) ont elles aussi une activité présentatrice
d’antigeéne, mais leur localisation est exclusivement dermique. L’expression de CD141 est
particuliérement forte chez les cDC1, bien que ce marqueur soit également retrouvé chez une
partie des cDC2. Pour distinguer les ¢cDC2, on peut se fier a leur expression de CDla et
CLECI10A (Heger et al., 2018). Les cDC1 expriment quant a elles faiblement le CD11c. De
plus, en termes de proportion, les cDC1 sont minoritaires par rapport aux cDC2 dans le derme.

Les cellules CD14+ dermiques sont hétérogenes, bien qu’exprimant toutes le marqueur
HLA-DR, elles restent encore aujourd’hui difficiles a décrire. Elles comprennent notamment
des macrophages, qui grace a une activité phagocytaire importante, contribuent a 1’élimination
de cellules mortes et débris en condition homéostasique et lors du processus de cicatrisation
(Davies et al., 2013). En présence d’un pathogene, I’expression de nombreux PRR fait de ces
macrophages des cellules cruciales de I'immunité innée. Comme ils expriment le CMH 11, ils
peuvent également faire office de CPA, mais de maniére beaucoup moins efficace que les cDCs.
On suspecte plutdt une contribution a des réponses déja engagées par les DCs ou un role local
dans la réactivation de T mémoires (Atri et al., 2018 ; Janeway et al., Immunobiologie de
Janeway 4¢ édition). La mise en culture d’explants de peau a un effet pro-inflammatoire qui
entraine 1’activation et la migration des DCs. Cette technique, dite de crawl-out, a permis de
distinguer des macrophages, sessiles, une population de cellules CD14+ qui migre en dehors de
I’explant (comme les autres DCs et LCs). En raison de cette mobilité, ces CD14+ ont été
historiquement classées comme des DCs, mais peut-étre a tort. En effet, contrairement aux
autres DCs migrantes de la peau, elles expriment peu le CCR7 (McGovern et al., 2014),
indispensable a la migration vers les vaisseaux lymphatiques via CCL21 (Ohl et al., 2007), et
induisent une faible prolifération des T autologues (McGovern et al., 2014). La migration des
CD14+, observée uniquement in vitro en dehors de I’explant, serait donc un biais apporté par
la technique du crawl-out. L’équipe de Haniffa M. (Haniffa et al., 2009 ; McGovern et al.,
2014) a conduit un travail permettant de différencier phénotypiquement les sous-populations
CD14+ entre elles, mais aussi avec les autres DCs dermiques. L’analyse par cytométrie montre
une autofluorescence des macrophages qui n’est pas retrouvée chez les autres cellules CD14+
(Haniffa et al., 2009). Toutes les CD14+ possédent le marqueur CD163, mais il est exprimé
plus fortement par les macrophages. CD163 n’est pas présent sur les cDC1 et cDC2. De méme,

CD209 est plus fort sur les CD14+ que les CDI1c+. Les marqueurs LYVE-1 et FXIIIa sont
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exprimés par les macrophages et non par les autres CD14+ (McGovern et al., 2014). De plus,
la présence de nombreuses vacuoles dans le cytoplasme des macrophages explique une
granularité (Side Scatter, SSC en cytométrie) plus importante. Ces derniers sont aussi plus
adhérents au plastique en culture cellulaire. Par rapport aux DCs CD1c+, I’expression de CD80
et CD86 basale (sans stimulation) des CD14+ est plus faible, et elle I’est encore plus pour le
CD86 chez les macrophages (Haniffa et al., 2009). Comme déja évoqué, par culture d’un
explant de peau humaine les macrophages migrent trés peu contrairement aux DCs CD14+ et
CDlc+. Il est plus donc facile de digérer la peau pour les récupérer (Haniffa et al., 2009).
Pour résumer, on peut définir les macrophages comme des cellules avec une
autofluorescence forte, exprimant CD14, CD163, FXIIla, LYVE-1, mais également CD68 et
CD206 (Haniffa et al., 2009). Méme s’il existe une réelle proximité avec les macrophages, les
autres cellules CD14+ dermiques sont LY VE-1- et FXIIIa /ow. Elles sont aussi CD1c- et CD1a-
ce qui les différencie des CD1c+. Dans la suite de ce manuscrit, pour faire la distinction avec

les macrophages, nous continuerons par simplicité a les nommer DCs CD14+.

LCs ¢DC1 (CD141+) | ¢DC2(CDle+) | DCs CD14+ Macrophage
HLA-DR + + + + +
CD209 + + + + +
CD207 + - - - -
CD14 - - - + T
CD141 - ++ -/+ -/+ -
CDlc + - + - -
CDla ++ - + - -
CD163 - - - + T+
CD206 -/+ - -/+ + +
CLECI10A - - ++ + +

Tableau I : Classification phénotypique des principales DCs et des macrophages

Ce tableau regroupe les principaux marqueurs que nous utiliserons dans cette étude, essentiels a
I’identification des principales DCs et des macrophages retrouvés dans la peau (Kashem et al., 2017 ;

Carpentier et al., 2016 ; Haniffa et al., 2009 ; McGovern et al., 2014)
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4.3 Origine et développement des DCs

Les LCs, contrairement aux cDCs, ne dérivent pas d’un précurseur sanguin en
provenance de la moelle épiniére (Figure 3, page suivante). En effet, d’apres les informations
récoltées des modeles murins, elles proviennent de progéniteurs dérivés de la vésicule vitelline
ou de monocytes du foie feetal et se mettent en place trés tot au cours du développement de la
peau (Chorro et al., 2009). Cette installation précoce dés le stade embryonnaire a été confirmeée
chez ’homme (Elbe-Biirger et al., 2010). Apres la naissance, les LCs présentes dans 1’épiderme
proliférent lentement et sont conservées dans le temps, un mode de vie assez proche des
macrophages. Méme si elle est réalisable in vitro, une dérive de monocytes sanguins en LCs
n’est pas encore démontrée in vivo chez I’lhomme (Merad et al., 2008), comme c’est pourtant
le cas chez la souris (Ginhoux et al., 2006).

Comme pour les LCs, les macrophages tissulaires se mettent en place au stade
embryonnaire et s’automaintiennent indépendamment des monocytes (Hashimoto et al., 2013).
Au cours de la vie, le pool de macrophages peut étre renouvelé et accentué lors d'une
inflammation a partir de monocytes sanguins circulants CD14+ CD16+. On parle dans ce cas
de macrophages dérivés de monocytes infiltrant, différenciés dans le tissu.

Les ¢DC1 et ¢DC2 ont une durée de vie beaucoup plus courte que les LCs. Ils sont
fréquemment remplacés par de nouvelles cellules provenant d’un précurseur commun de la
moelle, le Common dendritic cell precursor (CDP), qui dérive lui-méme d’un ou plusieurs
précurseurs de la lignée myéloide et/ou lymphoide a partir d'une cellule souche
hématopoiétique (Hematopoietic stem cell, HSC) (Kashem et al., 2017).

Les DCs CD14+ semblent avoir une source monocytaire. En effet, aprés analyse
transcriptomique, elles présentent de fortes similarités transcriptionnelles avec les monocytes
sanguins et macrophages. De plus, il a été observé chez des patients subissant un traitement
my¢loablatif, en prévision d’une transplantation de HSC, que la recolonisation de la peau en
DCs CD14+ est synchronisée avec celle des monocytes CD14+ du sang (McGovern et al.,
2014). Pour le moment leur origine monocytaire n’est que suggérée dans cette étude et il
persiste des différences phénotypiques et fonctionnelles avec les macrophages. Néanmoins,
cette forte proximité a poussé les auteurs de cette ¢tude a définir les DCs CD14+ comme des

macrophages dérivés de monocytes.
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Figure 3 : Origine des DCs et macrophages. Les macrophages et les LCs de la peau s’installent
trés tot dans le développement foetal & partir de précurseurs du foie et du sac vitellin. A longue durée de
vie, ils sont assez peu renouvelés. Les monocytes sanguins sont source eux aussi de macrophages et de
DCs (CD14+ et MonoDCs). Cependant, la population majoritaire de DCs dans la peau appartient au
groupe des ¢cDC1 et ¢cDC2, qui dérivent d’un précurseur sanguin (pre-DC) et osseux (CDP) commun.
Lllustration reproduite et modifiée d’aprés Haniffa et al., 2015.

4.4 Présentation antigénique aux LT

Comme déja suggéré brievement, la fonction de CPA est assurée majoritairement par
les DCs, grace a I’expression d’un panel de récepteurs large qui leur confére la capacité
d’ingérer, d’appréter puis de présenter des fragments d’antigénes aux lymphocytes apres

migration dans les OLS.

Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui quittent le thymus, apres sélection positive vis-
a-vis des molécules CMH et négative vis-a-vis d’antigénes du soi, sont fonctionnels mais encore
naifs, c’est-a-dire qu’ils n’ont jamais rencontré 1’antigeéne que leur récepteur reconnait

spécifiquement. Chaque lymphocyte T exprime un seul type de récepteur d’antigéne qui

16



Introduction

provient d’un réarrangement aléatoire de genes lors de la différenciation thymique. Ils sont
mobiles et circulent en permanence dans le sang et la lymphe. Dans la zone paracorticale des
OLS, ils peuvent rencontrer les DCs présentant un antigéne du non-soi ou repartir si cette

rencontre n’a pas lieu.

La reconnaissance d’antigénes par les LT se fait par I’intermédiaire de fragments
antigéniques présentés sur le CMH d’une CPA (Figure 4). Le LT va pouvoir interagir via son
complexe récepteur des cellules T (TCR)/CD3 et fournir le premier signal nécessaire a
’activation, a la prolifération et a la rétention du LT dans I’OLS, par diminution de I’expression
de sélectines et intégrines. Cette interaction est complétée par la fixation du récepteur CD4 ou
CDS8 du LT avec un domaine non associé au peptide du CMH de la CPA.

Le second signal est donné par I’interaction entre les molécules de costimulation de la
DC et les récepteurs spécifiques sur le LT, par exemple CD80/CD86 avec le CD28. Ce signal
servirait notamment, en plus d’aider a I’activation, a stabiliser le contact DC/LT et induire la
production d’interleukine 2 (IL-2), cytokine qui influence la prolifération du LT.

Le troisieme signal est fourni par les cytokines dites polarisantes, produites par les
CPA, les cellules de I’environnement, les cellules de I’immunité inée, ou les LT eux-mémes,
qui ont reconnu ’antigéne ou répondu a un stress. Ces trois signaux sont donc cruciaux et
nécessaires pour 1’activation du LT. Celle-ci se traduit par I’expansion clonale (prolifération de
clones a TCR identique), la différenciation et la polarisation (Janeway et al., Immunobiologie
de Janeway 4¢ édition ; Owen et al., Immunologie de Janis Kuby 7°¢ édition ; Gros et al., Atlas

d’immunologie).
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Figure 4 : Régulation de la différenciation des sous-populations de LT par les DCs. Cette
figure illustre les événements cellulaires qui font suite a la rencontre entre une DC qui a déja capturé et
présenté I’antigene avec, par exemple, un LT CD4+ naif. L’engagement de ce T vers une lignée requiert
3 signaux : la liaison entre le CMH Il/peptide et TCR/CD3 (signal 1) ; I'interaction du LT avec les
molécules de costimulation (signal 2) ; la réponse délivrée aux cytokines polarisantes (signal 3). Ces
informations produisent une cascade de signalisation dans la cellule T, qui peut I’orienter vers la
prolifération et la différenciation en Thl (producteur d’IFNy), Th2 (IL-4, IL-13), Th17 (IL-17) ou Treg
(IL-10, TFG-B), sous I’influence de facteurs de transcriptions spécifiques de chaque lignée (T-Bet,
GATA3, RORyt et FOXP3, respectivement). /llustration reproduite et modifice d’aprés Owen et al.,
Immunologie de Kuby 7¢ édition.

4.5 Classification et polarisation des LT

L’interaction entre une CPA et un LT naif déclenche une cascade de signalisation qui
conduit a la génération de cellules T effectrices et mémoires. Les cellules T effectrices ont une
durée de vie assez courte, évaluée en jours ou semaines, afin de gérer la réponse immunitaire
immédiate. Contrairement aux LT mémoires qui vont persister au long terme dans le tissu en
prévention d’une seconde infection (Janeway et al., Immunobiologie de Janeway 4¢ édition ;

Owen et al., Immunologie de Janis Kuby 7°¢ édition ; Gros et al., Atlas d’ immunologie).
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Les cellules T effectrices CD4 et CD8 ont des fonctions auxiliaires (7 helper, Th) ou
cytotoxiques (Tc) respectivement. La population de Th est plus diversifiée que celle des Tc.
Les Tc activés migrent vers les tissus apres différenciation et activation dans les OLS afin de
détruire les cellules infectées. Les Th activés peuvent eux aussi aller vers le tissu incriminé dans
le but cette fois de produire des cytokines qui vont influencer les cellules avoisinantes. Les Th
sont hétérogenes et fournissent chacun un panel de cytokines qui leur sont propres. Parmi cette
grande famille, on peut retenir les Thl, qui produisent l'interféron y (IFNy) et le facteur de
nécrose tumorale o (Tumor necrosis factor a, TNF-a), les Th2 qui secrétent I1L-4, IL-5, IL-13,
et les Th17 libérateurs d’IL-17. Le type de cellule Th qui sera généré dépend de 1’infection et
des signaux regus par le LT naif, c’est cette diversité qui assure une réponse immunitaire
spécifique. Par exemple, les cytokines IL-12 et IFN-y aident a la mise en place de la lignée Thl,
IL-4 et la TSLP dirigent vers Th2, IL-23, IL1B, TGF-B et IL-6 vers Th17 (Figure 4). Ces
cytokines polarisantes induisent la transcription d’un géne régulateur cible (T-bet pour Thl,
GATA3 pour Th2, RORyT pour Th17) crucial dans ce mécanisme. On peut noter qu’il existe
une régulation croisée entre les lignées de LT, c’est-a-dire que la cellule T une fois engagée
produit généralement des cytokines qui polarisent sa propre expansion et qui vont inhiber celle
des autres lignées. C’est le cas de I’'[L-4 libérée par les Th2, qui soutient directement une
différenciation Th2 mais aussi indirectement, en réduisant la production d’IL-12 pro-Thl. En
pratique, les Th1 contrdlent la réponse a un pathogéne intracellulaire par médiation cellulaire,
avec stimulation de I’activité phagocytaire des macrophages et cytolytique des Tc. Les Th2 et
Th17 sont eux impliqués dans la réponse aux pathogenes extracellulaires. On sait par exemple
que les Th2 induisent plutot une réponse humorale, avec production des immunoglobulines E

(IgE) par les LB dans 1'allergie.

Parmi les LT effecteurs se classent également les T régulateurs (Tregs), induits ou
naturels, qui ont la particularit¢ de moduler négativement les réponses T. Les Tregs naturels
sont différenciés dans le thymus et ont un TCR qui reconnait des antigenes du soi pour prévenir
la formation de T autoréactifs. Les Tregs induits proviennent eux d’un T naif polarisé dans
I’OLS. Ils ont comme cytokine polarisante TGF-f, et FoxP3 en tant que facteur de transcription.
Ils sont producteurs d’IL-10 et de TGF- a activit¢ immunosuppressive. Ils agissent par
diminution de la présentation antigénique en réduisant 1’expression du CMH et la prolifération
des T par une inhibition de la production d’IL-2. Le but est de prévenir une réponse immunitaire

excessive (Hai Zhao et al., 2017 ; Schmitt et al., 2013).

19



Introduction

Un autre groupe de LT, les T folliculaires (Tfh), a été mis en évidence plus récemment
dans la littérature. Producteurs d’IL-21, ils sont localisés dans les OLS a proximité des LB et
contribuent au développement et a la différenciation de ces dernieres en plasmocytes
producteurs d’anticorps. Ils ont comme cytokines polarisantes IL-6, IL-21 et comme facteur de
transcription le B-cell lymphoma 6 (Bcl-6). Ils présentent des similitudes avec les Th, ce qui

conduit a distinguer des sous-populations Tth1, Tth2 et Tth17 (Crotty et al., 2014).

Apres élimination du pathogéne, la grande majorité des T effecteurs meurt par apoptose.
Persiste en périphérie une population de T résidents mémoires (TRM) qui survivent au long
terme dans un €tat quiescent en attente d’une nouvelle infection par le méme antigene (Clark et
al., 2015). La peau est en effet le si¢ge de TRM CD4+ (Thl, Th2 par exemple) et CD8+ (Tc).
A noter qu’une partie des T mémoires, les T mémoires centraux, se différencient et restent dans

I’OLS.

4.6 Role des DCs de la peau dans la polarisation des LT

De nombreuses études avec des DCs sanguines et cutanées ont été réalisées in vitro, par
réaction mixte lymphocytaire (Mixed lymphocyte reaction, MLR) afin de déterminer la
capacité de ces cellules a orienter des LT naifs. La MLR est un protocole qui consiste a mettre
en culture des DCs provenant d’un premier donneur avec des LT CD4+ naifs d’un second
donneur. Le TCR du LT va donc reconnaitre la poche peptidique du CMH 1I de la DC
allogénique comme un peptide étranger. Ce protocole permet la différenciation des LT naifs en
T helper sans présentation d’un antigéne spécifique. Ce processus sera influencé a la fois par

les molécules de surface coexprimées par les DCs et les cytokines libérées (signal 2 et 3).

A partir de LCs isolées de peau, des résultats variables ont été constatés : induction
préférentielle (mais comparable aux cDCs) de Th2 (Klechevsky et al., 2008), Th17 (Mathers et
al., 2009), Th22 (Fujita et al., 2009), ou de LT CD8+ (Klechevsky et al., 2008) selon les études.
Des différences méthodologiques dans 1’isolation des LCs pourraient expliquer ces résultats
parfois contradictoires. Dans 1’étude de Klechevsky et al., derme et épiderme sont séparés par
digestion enzymatique, puis I’épiderme est mis en culture afin de récolter les cellules migrantes.
Mathers et al. ont mis en culture directement des explants de peau complete. Alors que Fujita
et al. ont enticrement digéré 1’épiderme apres séparation enzymatique du derme. Le protocole

utilisé aura nécessairement un impact sur le phénotype ou la maturation des LCs isolées. D’un
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point de vue général, le protocole de MLR in vitro suggere une influence multiple des LCs
aprés migration vers le ganglion. Or, la découverte de TRM dans la peau a poussé 1’équipe de
Kupper TS. (Seneschal et al., 2012) a étudier leur interaction avec les LCs. Selon cette étude,
en plus d’une proximité certaine dans 1’épiderme, les LCs induisent directement la prolifération
des TRM autologues, avec une préférence pour les Tregs.

Les ¢DC1 (CD141+) d’explant de peau humaine, apres stimulation par un antigéne
soluble (hepatitis B surface antigen), semblent pouvoir cross-présenter via le CMH I
préférentiellement aux T CD8+, comme I’atteste la mesure de I'IFNy (Haniffa et al., 2012).
Toujours selon cette étude, ces DCs ne sont que faiblement productrices d’IL-12.

Les ¢DC2 (CDl1c+) sont équipées de nombreux PRR et impliquées in vitro dans
I’orientation des LT CD4+ naifs en T helper (Thl, Th2, Th17 notamment) mais aussi en LT
CD8+, suggérant également in vivo un role complet et multiple dans la réponse immunitaire en
fonction du stimulus recu (Sittig et al., 2016).

Les DCs CD14+ induisent, selon Klechevsky E. et al, des T folliculaires, aidant les LB
autologues a la production d’IgM, IgA et IgG (Klechevsky et al., 2008). D'aprés McGovern N.
et al, les CD14+ isolées de la peau conduisent a une prolifération de T naifs allogéniques par
MLR 80% plus faible que les cDC2 (CDlc+). De plus, elles sont capables d’induire une
production des cytokines IFNy, IL-4, IL-17, IL-22 par les T mémoires aussi bien que le font les
cDC2 et les macrophages (McGovern et al., 2014).

Pour conclure cette premiére partie, il faut garder a l'esprit que la peau est une structure
riche et compléte. La fonction premiere de cet organe est d’apporter protection a 1’hdte. Mais
notamment par sa proximité avec le milieu extérieur, les cellules qui la composent sont
susceptibles a une multitude de signaux qui vont influencer leur comportement. La coopération
entre ces agents au sein du systéme immunitaire est au cceur de cette these, avec les cellules
dendritiques faisant office de véritables sentinelles face aux agressions extérieures. Cependant,
ces cellules peuvent aussi étre associées avec une rupture de la tolérance périphérique, menant
a des pathologies inflammatoires chroniques, telles que la dermatite atopique (DA) qui nous
intéresse ici particulierement. En effet, nous avons choisi de construire un modele de DA in
vitro, afin d’en éclaircir la physiopathologie qui n’est pas encore totalement comprise. Dans la
seconde partie de ce manuscrit, nous allons donc introduire la maladie, ses mécanismes, ses
traitements, pour identifier les points clés utiles a la construction de notre modele et a

1’¢laboration de nos objectifs d’étude.
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Chapitre I1. La dermatite atopique

La DA est une maladie inflammatoire chronique de la peau. Elle affecte communément
les enfants et le jeune adulte sous influence de facteurs héréditaires (terrain atopique) et
environnementaux. Sa prévalence, en augmentation notamment dans les pays industrialisés, en
fait un probleme majeur de santé publique. Elle se manifeste cliniquement par I’apparition de
Iésions cutanées prurigineuses délétéres pour la vie du patient (grattage et troubles de
I’attention). Son évolution est généralement bonne, méme si elle peut représenter dans certains
cas la premicre étape vers d’autres manifestations allergiques comme 1’asthme, c’est la notion
de marche atopique. Les avancées de la recherche ont aidé a comprendre en partie sa
physiopathologie, mais sa multifactorialité ne permet pas encore 1’existence d’un traitement
suffisant, la prise en charge étant majoritairement basée sur la prévention des crises.

Les paragraphes suivants vont avoir pour but de présenter la DA, afin d’appréhender sa
complexité et d'évaluer le besoin actuel d’obtenir un modele in vitro cohérent permettant

d’élucider certaines pistes de prise en charge de la maladie.

1. Définition de I’atopie et de la dermatite atopique

L’atopie se définit comme une prédisposition génétique personnelle ou familiale a
produire des IgE spécifiques en réponse a des antigénes environnementaux communs, auxquels
la majorité de la population ne réagira pas, on parle dans ce cas d'allergenes. La DA correspond
donc en d’autres termes a une atteinte cutanée inflammatoire aprés exposition a un allergéne
chez un sujet atopique (Johansson et al., 2004). Méme si la DA est une affection cutanée, elle
est souvent corrélée a des allergies respiratoires (Belgram et al., 2015) et/ou alimentaires
(Bergmann et al., 2013). L’identification précise de ces allergénes et leur implication dans

I’exacerbation des symptomes de DA est encore sujette a investigation.

2. Epidémiologie
La DA affecte 15-30% des enfants et 2-10% des adultes. Elle survient en majorité (85%
des cas) avant I’age de 5 ans. Sa prévalence est en continuelle augmentation, en particulier dans
les pays industrialisés, ou elle a été doublée en 20 ans (Asher et al., 2006). Ces chiffres, qui
semblent refléter un impact du style de vie et de I’environnement, ont été a 1’origine de la
théorie dite « hygiéniste », qui suppose que I’amélioration des conditions de santé dans les

pays développés, en diminuant I’exposition a des pathogénes bénins, accroit la susceptibilité du
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systéme immunitaire aux allergénes. Cette théorie, apparue dans les années 2000 et largement
débattue, tend parfois aujourd’hui a étre réfutée (Scudellari et al., 2017). Elle évoque déja la

complexité de la physiopathologie de la maladie et un besoin d’éclaircissement.

3. Signes cliniques et diagnostic
3.1 Clinique

Les signes cliniques de la DA sont variables, en partie reliés a I’age, 1’ethnie et a la
sévérit¢ de la maladie. Ils se caractérisent de facon générale par ’apparition de lésions
prurigineuses, avec une densité nerveuse accrue (hyperinnervation) (Urashima et al., 1998),
sur un fond de sécheresse cutanée (xérose). La morphologie et la distribution des 1ésions

varient en fonction de I’age de la population atteinte (Figure 5) (Weidinger et al., 2018).

Chez le nourrisson et le jeune enfant (jusqu’a 2 ans), les lésions peuvent apparaitre des
la premiére année, majoritairement lors des 3 premiers mois de vie. Le développement de
rougeurs €rythémateuses le plus souvent aigu€s, mal limitées, sur une peau rugueuse doit
suggérer une DA. Le grattage chez le nourrisson n’étant pas clairement identifiable, 1’étude de
son comportement (agitation, troubles du sommeil, frottements contre les draps ou les
vétements) peut se révéler utile dans le diagnostic. Ces Iésions, largement distribuées, vont se
retrouver de fagon symétrique sur le visage, mais aussi atteindre les membres dans les formes
les plus étendues. Le cuir chevelu peut étre touché par des plaques séborrhéiques et jaunatres
communément appelées « croutes de lait ». Chez I’enfant de plus de 2 ans, les Iésions cutanées
vont avoir tendance a se trouver sur des parties définies, comme les zones de flexion et les plis
(cou, coudes, genoux). La xérose est importante, notamment en hiver. Dans des cas rares, quand
les Iésions d’eczéma persistent jusqu’a 1’age adulte ou qu’elles se déclarent seulement a partir
de cet age plus tardif, elles atteignent non seulement les zones de flexion, le visage et le cou,
mais également les mains. Elles prennent un aspect lichénifi¢ car la peau s’épaissit avec le

grattage.

La DA est une affection chronique, avec des phases de poussées et de rémission. De
manieére générale, les 1ésions aigué€s s’identifient par un aspect rouge vif, cedémateux, avec de
petites vésicules qui évoluent par suintement puis éclatement. La phase de réparation est sujette
a I’apparition de croutes. Les Iésions chroniques ont un aspect lichénifi¢, avec €paississement

ou acanthose, la peau parait quadrillée par des sillons avec des excoriations.
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Figure 5 : Lésions de DA. (A) Chez le nourrisson et I’enfant d’age inférieur a 2 ans, les 1ésions
érythémateuses et vésiculeuses sont prédominantes au niveau du visage et des membres. (B) Chez
I’enfant de plus de 2 ans, les zones de flexion et plis sont particulierement atteints. (C) Chez I’adolescent
et ’adulte jeune, les plaques lichénifiées et excoriées peuvent se localiser sur le tronc supérieur et les
mains. Les images suivantes sont représentatives d’une (D) peau saine, (E) peau non 1ésionnelle, (F)
Iésion aigué et (G) 1ésion chronique. llustration modifiée d’aprés Weidinger et al., 2016.

3.2 Diagnostic et systéme de notation de la maladie

Le phénotype clinique des patients, qui repose sur la morphologie des 1ésions et leur
distribution selon 1’age, est le principal élément diagnostic de la DA. L’étude phénotypique est
complétée par un interrogatoire, a la recherche de chronicité, d’antécédents familiaux et d’un
allergene suspecté (environnement, habitudes alimentaires). Plusieurs outils sont a la
disposition des cliniciens afin de faciliter la reconnaissance et le diagnostic de la DA, comme
la table de Hanifin et Rajka (Brenninkmeijer et al., 2008).

De fagon non systématique (mauvaise réponse au traitement ; symptomes évocateurs
d’une allergie associée type asthme ; suspicion de dermatite de contact) la recherche de

I’allergéne peut étre accompagnée par la réalisation d’un bilan allergologique avec un dosage
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sanguin des IgE et un test cutané dit « prick test ». Celui-ci consiste en 1’application d’un
allergéne sur la peau, le test est positif s’il y a apparition de rougeur ou papule.

La sévérité de la maladie peut €tre évaluée par différents systemes de notation, tels que
le Score in atopic dermatitis (SCORAD), qui existe sous la forme d’une fiche que le médecin
peut remplir a chaque consultation afin d’obtenir une note de 0 a 13. Il prend en compte
I’intensité des symptomes constatés (localisation des 1€sions, apparence) et rapportés par le
patient (démangeaisons, insomnie). Ce systeme permet ainsi de suivre plus facilement
I’évolution de la maladie. L’Eczema area and severity index (EASI), plus répandu en dehors
de I’Europe, se base sur un principe similaire. Ces échelles sont utilisées a la fois par le médecin,
mais font aussi office de référence dans les essais cliniques et nombreuses publications

scientifiques (Schmitt et al., 2014).

4. Physiopathologie

La DA est une affection chronique inflammatoire de la peau qui débute, dans la majorité
des cas, trés tot dans la vie de I’individu. Notre compréhension de la physiopathologie de la DA
a largement progressé ces dernieres années. Comme nous allons le discuter dans les paragraphes
suivants, il est maintenant clair qu’elle associe a la fois un défaut de barriére et une perturbation
immunitaire sous influence de facteurs environnementaux et génétiques. Cependant,
I’interaction possible entre ces différents aspects de la physiopathologie fait qu’il persiste

encore certaines zones d’ombres (Weidinger et al., 2018 ; Dainichi et al., 2018).

4.1 Aspects génétiques

Pourquoi développe-t-on un eczéma ? La réponse a cette question n’est pas simple et il
est difficile d’identifier un élément déclencheur précis. Néanmoins, nous savons qu’une partie
de cette réponse se trouve dans le patrimoine génétique du patient. En effet, I’importance des
facteurs génétiques dans la DA est clairement suggérée par la définition méme de 1’atopie. Les
¢tudes épidémiologiques font de la présence d’un antécédent familial d’allergie (DA, mais aussi
asthme, rhinite allergique) le principal facteur de risque de la maladie (Apfelbacher et al., 2011).
Au fil des ans, un treés grand nombre de genes candidats ont été identifiés comme associés a la
DA. Ces genes codent soit pour des protéines de la structure épidermique, soit pour des

¢léments majeurs du systéme immunitaire.

25



Introduction

De nombreux geénes assurant ’homéostasie et la différenciation épidermique se situent
dans une région nommeée complexe de différenciation épidermique (CDE) sur le chromosome
1g21. Cette région est considérée comme une zone « chaude » sujette a des mutations. On y
trouve avec une forte proximité les génes codant pour les S100 calcium-binding proteins
(S100), les small proline-rich proteins (SPRR), I’involucrine, la loricrine et la pro-filaggrine
(pro-FLG). A titre d’exemple, plus d’une vingtaine de mutations, dont les plus décrites R501X
et 2282del4, ont été référencées a ce jour pour la pro-FLG. Ce sont pour la plupart des mutations
de type single-nucleotide polymorphism (SNP) qui créent une pro-FLG tronquée ne pouvant
pas étre clivée en monomeres de FLG (Brown et al., 2012 ; McAleer et al., 2013). On constate
que le spectre des mutations retrouvé est différent d’une population a 1’autre, parfois sur le
méme continent. Ces distributions spécifiques de populations ont été regroupées dans la revue
de Thyssen JP. et al. (Thyssen et al., 2013). D’un point de vue général, la prévalence de
mutations FLG est estimée a 8% chez les Européens et 3% chez les Asiatiques. Un lien entre la
présence de ces mutations et un risque trois fois supérieur de développer une DA a rapidement
¢été mis en évidence (Brown et al., 2012). Cependant, seulement environ 20% des patients avec
une DA modérée présentent des mutations FLG, a I’inverse plus de 50% des individus avec une
mutation FLG ne sont pas malades (Weidinger et al., 2008). De plus, si on fait le parallele avec
les patients souffrants d’ichtyose vulgaire (IV), porteurs d’une double mutation avec perte de
fonction totale de la FLG, on remarque qu’ils ne sont pas systématiquement atteints de DA
(Thyssen et al., 2013). Ces données prouvent que les mutations FLG ne sont pas suffisantes
pour causer la DA.

Une seconde région, cette fois située sur le chromosome 5q31-33, contient des clusters
de genes impliqués dans la physiopathologie de cette maladie. On y retrouve notamment le géne
Serine peptidase inhibitor kazal-type 5 (SPINKS) qui code pour la protéine LEKTI, un
inhibiteur de protéases a sérine exprimé a la surface de la peau. Sa mutation conduit a la
déficience en LEKTI et donc une hyperactivité des protéases (comme les KLK) avec perte de
I’intégrité épidermique. Les études épidémiologiques a la recherche d’une corrélation entre le
polymorphisme du géne SPINKS et la DA ont révélé des résultats controversés. On trouve un
lien chez les populations asiatiques (Zhao et al., 2012) et britanniques (Walley et al., 2001),
mais pas sur la population frangaise (Hubiche et al., 2007).

Ce méme cluster contient également les génes codant pour les cytokines Th2 IL-4 et
IL-13, dont certains polymorphismes ont été¢ décrits comme associés a la DA. D’autres genes

potentiellement impliqués sont regroupés dans Al-Shobaili HA. et al. (4/-Shobaili et al., 2016).
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4.2 Défaut de barriere

La peau du sujet atteint de DA se caractérise par une sécheresse cutanée, aussi bien en
Iésionnel qu’en non Iésionnel, associ¢e a un défaut de la capacité de barriere. Ce dernier
s’observe directement chez les patients par une augmentation de la perte insensible en eau
(Transepidermal water loss, TEWL) et ce indépendamment du statut FLG (Jakasa et al., 2011).
Comme décrit dans la premiere partie introductive de ce manuscrit, I’intégrité de la peau est
assurée par la couche la plus externe de 1’épiderme, le stratum corneum, qui maintient la
cohésion, prévient des pertes en eau et des infections. Cette dysfonction est cruciale dans la
pathogenese de la DA, si bien que sa place dans la chronologie de la maladie est vivement
débattue. Le défaut de barriere est-il primaire et déclencheur de la maladie, ou une

conséquence ?

4.2.1 Protéines de la barriére

Bien qu’il n’y ait pas de réponse établie a 1’heure actuelle. Plusieurs pistes viennent
¢tayer ces deux hypothéses. Le role de la génétique dans la fonction de barriere a déja été
évoqué dans le paragraphe précédent. Toutefois, méme en 1’absence de mutations délétéres,
une déficience en FLG est aussi retrouvée chez les patients atteints de DA (analyse de biopsies
par immunohistochimie : Howell et al., 2009). Cette observation suggére une influence de
médiateurs libérés dans I’environnement des kératinocytes qui peuvent modifier 1’expression
de la FLG (Thyssen et al., 2014). Celle-ci peut par exemple étre modulée par les cytokines
surexprimées dans la peau des patients DA, comme les cytokines Th2 1L-4 et IL-13 (Howell et
al., 2009). La déficience en FLG génétique ou induite a pour conséquence d’altérer
I’architecture de I’épiderme par perturbation de 1’organisation des filaments de kératine et des
corps lamellaires (Gruber et al., 2011). Cependant, elle accroit aussi la sécheresse de la peau par
réduction des facteurs naturels d’hydratation et perte en eau (Kezic et al., 2008), ce qui

augmente le pH (Gruber et al., 2011).

D’autres protéines de la barriére cornéocytaire sont affectées dans la DA, on peut citer
la loricrine (LOR) et I’involucrine (INV) qui contribuent a la formation de I’enveloppe cornée
(Kim et al., 2008), et la cornéodesmosine (CDSN) qui constitue les cornéodesmosomes (Lee et
al., 2017). L’analyse de ’expression de ces protéines, par immunohistochimie et Polymerase
chain reaction (PCR), est trouvée réduite en Iésionnel et non 1ésionnel sur la peau des patients

DA en comparaison a de la peau saine. De plus, d’apreés ces mémes études et comme c’est le
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cas pour la FLG, I’expression de ces protéines est diminuée par les cytokines Th2 IL-4 et IL-
13 (analyse de kératinocytes primaires cultivés en 2D). L’atteinte de la barriere est aussi
possible plus bas dans les couches épidermiques, en effet, la claudine 1 (CLDN-1) qui rentre
dans la constitution des jonctions serrées, est réduite dans la DA (De Benedetto et al., 2011).

En résumé, le défaut de barriere peut donc dépendre de plusieurs protéines (FLG, INV,
LOR, CDSN, CLDN-1) dont I’expression est ¢galement sous le contrdle de cytokines, Th2 en
particulier, présentes dans la DA (McPherson et al., 2010).

4.2.2 Protéases

La barriére peut aussi étre altérée par une activité protéolytique de surface accrue,
s’expliquant par une augmentation de la fonction de certaines protéases, dont la source peut étre
exogene (pathogeéne) ou endogene. Ces dernieres, représentées notamment par les kallikréines
(KLK) a activité sérine protéase, sont celles qui, en conditions physiologiques, assurent la
desquamation par clivage des cornéodesmosomes. Une action excessive des KLK a pour
conséquence une desquamation trop importante qui peut se révéler pathologique, comme
’attestent les patients atteints du syndrome de Netherthon. Dans cette affection, on retrouve
une diminution de I’expression de I’inhibiteur de protéases LEKTI, par mutation du géne
SPINKS, conduisant ainsi a un défaut de barriere accentué et une inflammation cutanée proche
des lésions atopiques (Chavanas et al., 2000). La proximité clinique entre le syndrome de
Netherton et la DA a suggéré I’étude de ces protéases dans cette derniére. On y constate une
expression plus importante des KLK dans la couche cornée en comparaison a des donneurs
sains (Komatsu et al., 2007). Cette différence peut s’expliquer par deux facteurs: la
fonctionnalité des KLK étant pH-dépendante, la basification du pH observée dans la DA est
concomitante avec une augmentation de 1’activité des KLK (chez la souris : Jang et al., 2015).
De plus, comme les KLK sont sous le controle de I'inhibiteur LEKTI, le polymorphisme de son
gene SPINKS (Chapitre I1, 4.1) pourrait tre impliqué. Si la cause exacte de cette hyperactivité
est encore sous discussion, la conséquence est, elle, mieux décrite. En effet les KLK, en plus
d’accroitre la desquamation et donc le défaut de barriere (Caubet et al., 2004), sont aussi
activatrices du récepteur a protéases 2 (Protease-activated receptor-2, PAR2), impliqué dans
I’induction de la production de Thymic stromal lymphopoietin (TSLP ; alarmine pro-Th2,
Chapitre II, 4.3.3) par les kératinocytes et I’apparition de 1ésions type DA (chez la souris
Netherthon : Briot et al., 2009 ; chez la souris DA : Jang et al., 2015).
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4.2.3 Composition lipidique de I’épiderme

La couche cornée se caractérise par la présence d’un ciment intercorn€ocytaire lipidique
hydrophobe (céramides, acides gras libres, cholestérol) qui assure le maintien de 1’hydratation
et qui est nécessaire a la fonction de barriére cutanée. Une altération de la composition des
céramides de la couche cornée a été mise en évidence dans la DA chez ’homme. Il y est décrit
une diminution de I’expression des céramides a longues chaines et une augmentation de ceux a
courtes chaines (Ishikawa et al., 2010). Janssens M. et al. ont établi une corrélation entre ces
modifications et la sévérité de la DA, ainsi qu’avec la déshydratation cutanée par mesure de la
perte insensible en eau (TEWL) (Janssens et al., 2012). L’ atteinte des céramides pourrait
s’expliquer plus précisément par une perturbation de la libération du contenu des corps
lamellaires du kératinocyte lors de la cornification (Fartasch et al., 1992) ou par la modification

de I’expression des enzymes qui interviennent dans leur métabolisation (Hara et al., 2000).

4.2.4 Microbiome / Dysbiose

La peau est colonisée par un certain nombre de microorganismes qui constituent le
microbiome de surface (Grice et al., 2011). Une bonne homéostasie requiert un équilibre
constant entre ces hdtes. Ainsi, une perturbation de cette balance affecte aussi bien la fonction

de barricre de la peau que les réponses immunitaires.

a) Colonisation par Staphylococcus aureus

Le patient DA se caractérise par une colonisation prédominante par le genre
Staphylococcus, en particulier par Staphylococcus aureus (S. aureus), concomitante avec une
perte des especes potentiellement bénéfiques. Celle-ci est, de plus, associée a la sévérité de la
maladie. Il a été décrit que S. aureus est retrouvé dans 20-30% de la population normale, 70%
des lésions DA et plus rarement en non 1ésionnel (Totté et al., 2016 ; Fyhrquist et al., 2019). 11
est donc intéressant de se demander pourquoi la peau DA est plus sujette a ce déséquilibre et
quelles en sont les éventuelles conséquences sur la peau (Geoghegan et al., 2018 ; Blicharz et

al,, 2019).

Dans la DA, la peau présente un pH plus élevé (pH normal entre 4 et 6). Cette altération
peut s’expliquer notamment par la déficience en FLG, source des NMF qui influent sur
I’hydratation de la peau et son pH. Cet environnement, neutre a basique, est favorable

directement a la prolifération de S. aureus, mais aussi a I’inhibition de 1’efficacité de peptides
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antibactériens (Rippke et al., 2004). Comme I’homéostasie de la peau repose sur un équilibre
entre les espeéces du microbiome, la prédominance de S. aureus contrebalance sur celle des
autres (S. epidermidis par exemple), retrouvées en effet moins présentes dans les l1€sions DA
(Byrd et al., 2017). Or, il a été démontré que ces souches contribuent dans la peau normale a
diminuer la prolifération de S. aureus par production de substances bactéricides ou de toxines
(Nakatsuji et al., 2017). De plus, les souches de S. aureus isolées de sujets DA montrent une
facilité¢ d’adhésion a la peau de patients, en comparaison a une peau saine. Cette fixation serait
préférentielle aux cornéocytes et se ferait notamment par liaison a la fibronectine, protéine de
la matrice extracellulaire, dont I’expression est supérieure dans la cornée de peau DA. Ce sont
les dommages a 1’épithélium, caractéristiques de la DA, qui conduiraient a 1’induction de ces

protéines d’adhésion (Cho et al., 2001).

Apres avoir mis en évidence la colonisation de la peau DA par S. aureus, la littérature
s’est intéressée a déterminer la place de cette bactérie au sein de la physiopathologie de la
maladie. Ainsi sa présence a rapidement été décrite comme facteur aggravant. Les études ont
montré qu’elle est capable d’altérer la fonction barriére par augmentation de I’expression de
protéases endogenes, diminution de la FLG (stimulation de kératinocytes primaires 2D :
Williams et al., 2017) et de la CLDN-8 (analyse transcriptomique de biopsies DA : Fyhrquist
etal., 2019). S. aureus peut aussi induire une réponse immunitaire pro-Th2 par induction de la
production de TSLP (Vu et al., 2010) ou directement d’IL-13 (Fyhrquist et al., 2019). Ces
actions s’expliquent par la présence d’un certain nombre de facteurs de virulence, comme :

- des entérotoxines (Staphylococcus entérotoxine A et B, SEA/B) qualifiées de
superantigénes, c’est-a-dire des antigénes capables d’induire une forte réponse T par fixation
directe, sans apprétement au CMH II de la CPA ou au TCR du T. SEB par exemple, montre
une induction préférentielle des T en Th2 IL-31+ apres stimulation d’explant de peau DA
(Sonkoly et al., 2006), et contribue a la synthese d’IgE (Orfali et al., 2015).

- des protéases (staphopaine, V8 serine protéase) qui peuvent accroitre le défaut de
barricre et faciliter la pénétration de S. aureus, comme démontré dans un modele de peau
reconstruite et chez la souris (Nakatsuji et al., 2016), mais également protéger des peptides
antimicrobiens par dégradation de la cathélicidine LL37 (Sieprawska-Lupa et al., 2004).

- des toxines (0-toxine) qui conduisent a la dégranulation de mastocytes (Nakamura et

al., 2013).
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La colonisation par S. aureus, qui a longtemps été envisagée comme simple facteur
aggravant de la DA, tend aujourd’hui a étre percue comme un élément contribuant a I’initiation
de la maladie. En ce sens, une étude de cohorte a démontré la prédominance de S. aureus chez

des enfants qui ont développé une DA en grandissant (Meylan et al., 2017).

b) Activité des peptides antimicrobiens

La présence de peptides antimicrobiens (Antimicrobial peptides, AMPs) a la surface
de la peau conditionne le microbiome et la réponse immunitaire innée. Les AMPs, souvent
considérés comme une barriere soluble sur la peau, sont de petites protéines cationiques
produites en majorité par les kératinocytes mais également par les mastocytes ou neutrophiles
infiltrants aprés une inflammation. Ils présentent une activité antimicrobienne directe par
perméabilisation de la membrane du pathogéne et indirecte par recrutement de cellules
inflammatoires via la libération de cytokines et chimiokines (Braff et al., 2005 ; Kopfnagel et
al., 2013).

Les peptides antimicrobiens peuvent se subdiviser en plusieurs familles, dont les plus
décrites sont les p-défensines (comme la human p-defensin 2, hBD-2) et les cathélicidines (par
exemple LL37). La colonisation par S. aureus a longtemps laissé penser a une réduction de
I’expression des AMPs dans la DA. Cependant, méme si celle-ci est plus faible que dans le
psoriasis (De Jongh et al., 2005), en comparaison avec une peau normale, elle est plus élevée.
Pourtant IL-4 et IL-13, prédominantes dans la peau DA, réduisent les AMPs in vitro (Nomura
et al., 2003). La présence de ces cytokines ne serait donc pas suffisante in vivo pour inhiber les
AMPs.

La corrélation entre la présence d’AMPs et I’infection par S. aureus est controversée :
elle n’existe pas selon Harder J. et al. (mesure par immunofluorescence sur biopsie et par
Enzyme-linked immunoassay, ELISA sur le liquide de lavage d’échantillons de peau in vivo :
Harder et al., 2010) en désaccord avec Fyhrquist et al. (analyse transcriptomique de biopsies
DA : Fyhrquist et al., 2019). Si les AMPs ne sont pas induits par S. aureus, certains ont suggéré
qu’ils pourraient I’€tre par le défaut de barriere. En effet, par desquamation mécanique induite
in vivo, on observe un accroissement de I’expression des AMPs (Harder et al., 2010).

Devant ces données, on peut imaginer quelques hypothéses. L’augmentation des AMPs
dans la DA pourrait perturber I’équilibre du microbiome, avec une inhibition préférentielle des

souches autres que S. aureus, leur libérant ainsi une niche de croissance. Ces AMPs pourraient
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¢galement rendre S. aureus non invasif. En effet, I’infection reste locale dans la DA, sa forme
généralisée n’est présente que dans les cas les plus séveres, et ce malgré le défaut de barriere
constant (Benenson et al., 2005). A ’inverse, méme si les AMPs sont 13, on peut supposer que
leur activité est affectée. Comme les protéases sont modulées dans la DA (Chapitre 11, 4.2.2),

il s’agit peut-&tre d’une anomalie de clivage de leurs précurseurs inactifs.

4.3 Réponse immunitaire

La DA est une maladie allergique et inflammatoire qui fait intervenir a la fois les
composants du systéme immunitaire inné et du systéme adaptatif. D’une fagon simplifiée, chez
ces patients atopiques, la réponse immunitaire a un stress fourni par I’environnement peut se
définir comme anormalement excessive. Leur susceptibilit¢é accrue et multiple rend
I’identification précise de ce stress complexe. Il peut a la fois étre local (bactéries, irritants) ou
mécanique. Mais il peut aussi provenir d’un allergéne alimentaire (noix, lait, ceufs) ou
respiratoire (pollen, acariens, poils, fumée). En effet, le défaut de barriére, décrit uniquement
sur la peau dans le paragraphe précédent, serait ¢galement retrouvé dans la paroi respiratoire ou
intestinale (Zhu et al., 2018). 1l influe donc trés probablement sur la pénétration de ces
allergénes au niveau de I’ensemble des barrieres épithéliales, méme si les mécanismes par
lesquels les symptomes cutanés apparaissent sont encore mal connus. La peau pourrait rester la
voie principale d’entrée de ces allergénes, notamment avec certains aliments, comme évoqué

dans des revues récentes (Ong et al., 2019 ; Tordesillas et al., 2017).

Dans la pratique, on va distinguer 2 formes de DA. La majorité¢ des malades (environ
80%) présentent un taux élevé d’IgE total dans le sérum, c’est la forme extrinséque de la
maladie (Akdis et al., 2003). Ces IgE sont spécifiques a des allergénes communs (Reefer et al.,
2001). Comme dans la plupart des allergies, dont 1’asthme, les IgE sont libérées par les LB
durant la phase de sensibilisation sous I’influence des Th2. Elles se mettent en place a la surface
des cellules exprimant le récepteur a la fraction constante FceRI, notamment les DCs et les
mastocytes, et aident a une réponse plus rapide apres nouveau contact avec 1’allergéne.

A I’inverse, une minorité (20% des cas) n’exprime pas plus d’IgE qu’un contrdle sain,
on parle de forme intrinséque (Akdis et al., 2003). Cette forme de DA IgE-indépendante
suppose que le role des IgE et des allergeénes n’est pas toujours crucial dans le développement
de la maladie. A contrario, le point commun retrouvé dans les deux formes de DA est la
présence d’un infiltrat de cellules T en Iésionnel et en non Iésionnel, a prédominance Th2

(Hamid et al., 1994 ; Suarez-Farinas et al., 2013).
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4.3.1 Caractérisation des lésions

Dans la DA, I’infiltrat de lymphocytes T évolue en fonction du stade de la maladie. En
effet, par PCR et immunofluorescence sur biopsie de peau DA, il a été constaté que la peau
Iésionnelle aigué se démarque par 1’expression des cytokines Th2 (IL-4, IL-13, IL-31). En
période de chronicité, la Iésion progresse vers un profil mixte Th17 (IL-17) et Th1 (IFNy).
L’influence des Th1 et Th17 a ce stade est encore floue. L’IL-17 pourrait notamment influencer
la production d’IgE par les LB humains in vitro (Milovanovic et al., 2010). Mais in vivo on
suppose une influence majoritaire de la cytokine IL-22, qui prédomine en comparaison a IL-17
dans les lésions de DA (Nograles et al., 2009). Le récepteur de 1’'[L-22 est exprimé par les
kératinocytes, et trés peu par les cellules immunitaires (Wolk et al., 2004). L’1L-22 a été décrit
comme réduisant D’expression de la FLG (Gutowska-Owsiak et al., 2011) et inhibant la
différenciation terminale du kératinocyte (Eyerich et al., 2009). Ceci suggere un rdle principal
de cette cytokine dans la fonction de barriere et dans [’épaississement de 1’épiderme
caractéristique des lésions chroniques. De méme, on peut supposer un role des Thl dans
I’épaississement de I’épiderme, car I’IFN-y favorise 1’apoptose des kératinocytes (Rebane et
al., 2012). Les Th2 vont acquérir au stade chronique une expression significative d’IL-5,
synchronisée avec le recrutement des éosinophiles. Les kératinocytes, susceptibles aux signaux
de dangers, produisent des alarmines (IL-1a, IL-25, IL-33, TSLP) et des chimiokines
(CCL17/TARC, CCL22/MDC) qui participent a la réponse Th2, indirectement grace aux DCs
et a la présentation antigénique, et directement par recrutement (Hamid et al., 1994 ; Gittler et
al., 2012 ; Weidinger et al., 2018). L’émergence de nouvelles thérapeutiques ciblant les
cytokines Th2 semblent prometteuses dans le traitement de la DA, contrairement aux
antihistaminiques fréquents dans la prise en charge de 1’allergie, mais peu utilisés ici (Chapitre
I1, 5.2). Ces données suggerent donc le rdle crucial de la réponse Th2 dans la physiopathologie

de la DA.

4.3.2 Influence des cytokines Th2

Les Th2 sont présents en permanence dans les Iésions aigués et chroniques. Comme déja
évoque, ses principales cytokines, IL-4 et IL-13, influent a plusieurs niveaux dans la
physiopathologie de la DA : le défaut de barricre (baisse de 1’expression de FLG, LOR, INV),
la baisse des AMPs, une orientation Th2 autocrine, la production d’IgE, I’activation des
neurones sensoriels (Chapitre I1, 4.4) et le recrutement d’€osinophiles (Paul et al., 2010). Ces

deux cytokines présentent des fonctions souvent similaires. Cette proximité s’explique par le

33



Introduction

fait que leur récepteur partage une chaine commune, I’IL-4Ra, avec une signalisation identique
par I’intermédiaire des Janus kinases 1 et 3 (JAK1, JAK3) et I’activation du transducteur de
signal et activateur de transcription 6 (Signal transducer and activator of transcription 6,
STATO) (Mueller et al., 2002). IL-13 est tout de méme suspecté dans la littérature récente
d’avoir un role prédominant dans la DA (Bieber et al., 2020). Elle est majoritaire dans les

1ésions (Tsoi et al., 2019) et induite préférentiellement par la TSLP (Chapitre 11, 4.3.3¢).

Les Th2 sont aussi source d’IL-31. Cette cytokine a pris place au centre des débats suite
a sa découverte et sa mise en évidence au sein des 1ésions DA (Sonkoly et al., 2006). Son
récepteur est exprimé par certaines cellules immunitaires (€osinophiles, basophiles, cellules
dendritiques), les kératinocytes et les fibres nerveuses cutanées (Nakashima et al., 2018). Des
expériences in vitro de stimulation par IL-31 sur les DCs CD1c+ sanguines (Horejs-Hoeck et
al., 2012) ou sur des kératinocytes primaires en 2D (Dillon et al., 2004) montrent la production
de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-6, IL-8) et de chimiokines (comme CCL22/MDC)
capables d’influer sur la migration des Th2. Sur modéle 3D de peau reconstruite, elle peut aussi
affecter la barriere et réduire 1’expression en FLG (Cornelissen et al., 2012). Comme nous le

verront bientdt, IL-31 est aussi impliquée dans le prurit de la DA (Chapitre 11, 4.4).

4.3.3 TSLP

Dans la continuité de cette introduction, une question se pose : comment expliquer cette
orientation Th2 préférentielle ? Les lésions de DA se caractérisent par |’expression
prédominante de 1’alarmine TSLP par les kératinocytes différenciés des couches supra-basales
en Iésionnel, aigué et chronique (Soumelis et al., 2002). La TSLP a émergé comme un initiateur
clé dans la réponse Th2 et les manifestations allergiques de la DA, mais aussi dans I’asthme
(Liu et al., 2006). Chez la souris, un modele surexprimant TSLP induit une affection cutanée
type ecz€éma, avec un infiltrat inflammatoire et une concentration élevée dans le sérum en IgE
(Yoo et al., 2005). De plus, a nouveau chez la souris, I’application de vitamine D3 déclenche la
syntheése de TSLP et certains symptomes de la DA (Li et al., 2006). TSLP est aussi retrouvée
dans les voies respiratoires des patients asthmatiques, en lien avec la sévérité de la maladie et

la présence de Th2 (Ying et al., 2005 ; Zhou et al., 2005 ; Shikotra et al., 2012).
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a) Sources

La TSLP est produite principalement par les cellules épithéliales au niveau des barriéres
(peau, muqueuse respiratoire, intestinale) de manicre constitutive ou induite en réponse a des
facteurs environnementaux et/ou endogénes. Parmi les inducteurs de TSLP, on peut retenir :
- des cytokines Th2 (IL-4, IL-13), TNF-a (Bogiatzi et al., 2007), ou IL1B (Bernard et al., 2017)
- des ligands TLR : les acariens ou House dust mite, HDM (Kuroda et al., 2017 ; Landheer et
al., 2013), S. aureus (ligand TLR2) (Vu et al., 2010).
- des protéases endogenes, exogenes ou synthétiques (SLIGKV) par activation du récepteur
PAR2 (Wilson et al., 2013).

- la vitamine Ds chez la souris (Li et al., 2006).

De plus, in vivo chez ’homme, la reproduction d’un défaut de barriére comme celui
observé dans la DA, par application d’irritant (sodium lauryl sulfate) ou par desquamation
mécanique induite (tape stripping) sur de la peau saine, conduit a la production de TSLP

(Angelova-Fischer et al., 2010).

D’autres types cellulaires peuvent aussi dans une moindre mesure étre source de TSLP,
comme les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les mastocytes et les DCs (Takai et al.,
2012). Les DCs ne sont pas initialement pas définies comme productrices de TSLP, mais une
¢tude de Kashyap M. et al. a réussi a mettre en évidence une induction de TSLP par des stimuli
activant les TLR, le LPS (TLR4) et le zymosan (TLR2), sur des MonoDCs (données confirmées
avec des DCs my¢loides de souris) (Kashyap et al., 2011). Les DCs étant susceptibles a la
TSLP, cette synthése suggeére une éventuelle stimulation autocrine formant une boucle

d’autostimulation.

b) Structure de la TSLP et de son récepteur

D’un point de vue structural, TSLP présente des similarités conformationnelles avec la
cytokine IL-7. Ainsi TSLP se lie a la fois a la chaine a du récepteur a I’IL-7 (IL-7Ra) et a une
chaine transmembranaire y-like, le TSLPR (Pandey et al., 2000). Par simplicité dans les
publications, le terme TSLPR évoque généralement I’hétérodimere IL-7Ro/TSLPR.
L’engagement de la TSLP sur son récepteur conduit a la phosphorylation de STATS par
I’intermédiaire de JAK 1 et 2 (étude sur des LT CD4+ de souris et humains : Rochman et al.,

2010).
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¢) Cibles et effets

TSLP agit préférentiellement sur les DCs en modifiant leur phénotype :

- sur les DCs CD11c+ isolées du sang, population qui regroupe a la fois les CD1c+ et les
CD14+ : il induit une augmentation de I’expression de HLA-DR, CD40, CD80, CD83, CD&6,
CDla, CCR7 et OX40L (1to et al., 2005 ; Soumelis et al., 2002).

- sur les LCs : des différences sont observées entre LCs obtenues apres digestion enzymatique
de I’épiderme (tri CD1a) et les LCs isolées apres migration d’un explant de peau humaine
(technique du crawl out). Sur les LCs de peau digérée, puis stimulées 48h avec la TSLP, on
retrouve des résultats conformes aux DCs CD11c+ immatures du sang (Soumelis et al., 2002),
c’est-a-dire plus de HLA-DR, CD83 et CD86 mais pas d’augmentation de I’expression de CD40
et CD80. Sur les LCs migrantes (explant de peau stimulé 3 jours), méme si TSLP accroit leur
mobilité, cette fois, il n’y a pas de différence d’expression de CD83, OX40L, CD86 et CCR7.
Selon les auteurs, 1’absence d’effet de la TSLP s’explique par le fait que les LCs migrantes sont
déja matures car la culture d’explant est un modele pro-inflammatoire (Ebner et al., 2007).
Dans la DA, uniquement en lésionnel, on retrouve par analyse en immunofluorescence de
biopsies DA plus de LCs dans le derme, exprimant le marqueur d’activation DC-LAMP
(Dendritic cell lysosome-associated membrane protein), concomitant avec plus de TSLP

(Soumelis et al., 2002 ; Ito et al., 2005).

En plus de modifier le phénotype des DCs, TSLP change également leur fonctionnalité :
- sur les DCs CD11c+ isolées du sang : apres stimulation par la TSLP puis MLR, on observe
tres peu d’IFNy par ELISA et cytométrie, donc peu de Thl. Cet effet s’explique par la baisse
de production d’IL-12 par les TSLP-DCs (Soumelis et al., 2002). On retrouve en majorité une
réponse Th2 IL-5+ et IL-13+. Il est intéressant de retenir pour un futur paralléle avec mes
expériences que ces Th2 libérent aussi de I’[L.-4, mais de fagon beaucoup moins importante que
I’IL-13. Ces T différent des Th2 « conventionnels » obtenus sous influence de 1’IL-4, car ils
produisent du TNF-a et peu d’IL-10, on utilise alors le terme de Th2 « inflammatoires »
(Soumelis et al., 2002 ; Ito et al., 2005). Le TNF-a, qui n’est pourtant pas une cytokine Th2
classique, serait impliqué dans I’asthme (Berry et al., 2007). Comme son récepteur est présent
sur un grand nombre de cellules, il pourrait aussi favoriser I’inflammation cutanée. IL-10, a
I’inverse, présente plutdt une activité anti-inflammatoire. L’étude de Ito T. et al. a démontré
I’importance de I’interaction OX40L / OX40 dans I’orientation en Th2 médiée par la TSLP.
OX40L est exprimé par les DCs et augmenté par la stimulation TSLP, OX40 lui est retrouvé
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sur les LT. Un blocage de OX40L avec un anticorps monoclonal empéche la différenciation en
Th2. L’absence de production d’IL-12 par les TSLP-DCs est cruciale a cet effet (Ito et al.,
2005). En sa présence, les cytokines Th2 sont perdues, mais TNF-a est conservé. OX40L
contribuerait donc, avec ou sans IL-12, a la production de TNF-a et a la réduction d’IL-10. La
génération de Th2 correspondrait a un mécanisme « par défaut ». La présence d’IL-4, autre
cytokine pro-Th2, est dispensable, mais accentue et maintient ce mécanisme (1to et al., 2005).
Comme attendu, la peau Iésionnelle DA présente, apres analyse par immunofluorescence de
biopsies, une majorité de cellules exprimant OX40L et OX40 (Ilves et al., 2013). Preuve de son
importance, le blocage de ’axe OX40L / OX40 semble étre une nouvelle piste de traitement
intéressante dans la DA, contrairement au blocage direct de la TSLP (Chapitre 11, 5.3). Selon
un protocole similaire, Pattarini L. et al. ont démontré que les CD11c¢+ induisent également de
fagon dépendante de OX40L une population de Tth IL-21+ (TNF-o+, CXCR5+, CXCL13+,
PD1+ ou ICOS+) proches des Tth2. De plus, ces T sont fonctionnels car ils aident a la sécrétion
d’IgE par les LB. Dans la peau DA on retrouve trés peu d’infiltrat Tth, cependant cette étude
montre tout de méme que ces Tth2 sont plus présents dans le sang des patients (Pattarini et al.,
2017).

- Sur les LCs : méme si les LCs migrantes de I’explant de peau stimulé par TSLP n’ont pas
une expression d’OX40L augmentée, aprés MLR elles induisent comme les CD11c+ du sang

des Th2 inflammatoires IL-13+, TNF-o+ avec peu d’IL-10 (Ebner et al., 2007).

Les CD11c+ du sang (Soumelis et al., 2002) et les LCs (Ebner et al., 2007) produisent
¢galement sous influence de la TSLP les chimiokines CCL17/TARC et CCL22/MDC, connues
comme attractives des Th2 sur le site de I’inflammation, ainsi que I’IL-8 et I’éotaxine 2 pour

recruter des éosinophiles et neutrophiles (Liu et al., 2006).

Comme précisé¢ dans ce paragraphe, TSLP agit préférentiellement sur les cellules de la
lignée my¢loide (Reche et al., 2001), mais d’autres études portent sur des fonctions étendues a
d’autres types cellulaires (résumées en Figure 6). Il existe néanmoins une certaine dichotomie
entre ses effets chez I’homme et la souris. La TSLP a été initialement décrite comme facteur de
croissance pour les LB murins, en induisant la prolifération et la différenciation de ses
précurseurs (Friend et al., 1994). De méme, uniquement chez la souris, TSLP peut agir
directement sur les LT CD4+ naifs pour induire des Th2 lorsque leur TCR est engagé (Omori
et al., 2007). Chez ’homme, elle favorise la dégranulation des mastocytes (Saluja et al., 2016)

et le recrutement des éosinophiles (Wong et al., 2010). Ces différences s’illustrent ¢galement
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a travers les effets de la TSLP sur les basophiles. En effet, chez la souris, TSLP est directement
responsable du recrutement et de 1’activation des basophiles (Siracusa et al., 2011) via
TSLPR/IL-7Ra, et ce indépendemment de la libération d’IL-3. En revanche, chez I’homme,
malgré de récentes controverses (Salter et al., 2015), il semble finalement que les basophiles
de sujets sains et allergiques n’expriment pas 1I’IL-7Ra et donc ne répondent pas a la TSLP
(Salabert-Le Guen et al., 2018). Toutefois, un effet indirect, via la production d’IL-3 par les
LTs influencés par la signalisation OX40L/OX40, démontrée cruciale pour la réponse Th2 chez

la souris (Leyva-Castillo et al., 2013), reste envisageable chez ’homme.

Ligands TLR Cytokines Vitamine D Protéases Stress
((HDM, 5. aureus) (IL-4, IL-13, IL1p) (SLIGKV)

Kératinocytes
supra-basaux

+ OX40L
$Th2 / Tth2 Membrane .
$ Chimiokines ! }desceﬂufes * Prolifération
viL-12 cibles 4 Différenciation
)
\Y,
; LB
, ®
* Recrutement tDeégranulation w 3 Q * Recrutement +Th2
@ | =
Eosinophile Mastocyte i Basophile LT CD4+

Figure 6 : Production de TSLP et effet sur les cellules immunitaires. TSLP est une cytokine
clé de la DA. Sa synthése est induite par les kératinocytes supra-basaux aprés perception d’un signal de
danger (ligand TLR, cytokines, vitamine D3, protéases, stress environnemental). Son récepteur, le
TSLPR/IL-7Ra, est un hétérodimére exprimé par une grande majorité des cellules immunitaires
impliquées dans la physiopathologie de la DA, mais il existe a I’heure actuelle une dichotomie entre ses
effets sur les modeles humains et murins.
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d) Isoforme court et long

Il a longtemps ¢été pensé a une structure unique de la TSLP. En réalité, il existe deux
isoformes, une forme longue (IfTSLP) de 159 aminés et une forme courte (sfTSLP) de 63
acides aminés qui correspond a la partie C-terminale du fragment long. La différence ne
proviendrait pas d’un épissage alternatif du méme transcrit, mais les deux isoformes seraient
controlés par un promoteur distinct (7silingiri et al., 2017 ; Varricchi et al., 2018).

La sfTSLP est exprimé de maniere constitutive alors que la IfTSLP est induit apres
stimulation, notamment par des ligands TLR sur des kératinocytes primaires (Xie et al., 2012).
La stimulation par les cytokines Th2 IL-4 et IL-13 induit également I’expression de la forme
longue. Dans cette méme étude et dans celle de Fornasa G. et al. (Fornasa et al., 2015), I'ajout
de vitamine D; pendant 24h sur des kératinocytes primaires induit une augmentation de
I’ARNm du sfTSLP mais pas de sa forme protéique.

Existe-t-il pour autant une différence d’activité biologique entre ces deux isoformes ?
In vitro, on suspecte I’isoforme courte d’avoir une activité anti-inflammatoire. En effet, sur des
cellules mononucléées du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) de
donneurs sains, un traitement avec la sfTSLP induit moins de production d’IFNy qu’un
traitement avec la IfTSLP. De méme sur des MonoDCs, on observe moins d’IL-12 avec la
sfTSLP, mais pas de différence dans la maturation. Aprés MLR, les LT ne produisent pas de
TNF-a si les MonoDCs sont stimulées avec la forme courte, contrairement a la longue. La
signalisation du sfTSLP differerait de celle de I’isoforme longue, avec peu de contribution du
TSLPR/IL-7Ra (Fornasa et al., 2015) mais aucune voie de signalisation alternative n’a été
proposée a ce jour. Dans la DA, de fagon attendue, la peau Iésionnelle présente plus de IfTSLP

et moins de sfTSLP en comparaison au donneur sain (Fornasa et al., 2015).

4.3.4 Autres sources de cytokines Th2

I1 est important de garder en mémoire que les Th2 sont les principaux producteurs, mais
pas la seule source de cytokines Th2. En effet, les ILC2, éosinophiles, basophiles et mastocytes
présents également dans les 1ésions en sont potentiellement responsables lors de la réponse

immunitaire innée.

Dans la peau des patients DA, on va retrouver en nombre supérieur a une peau saine des
Innate lymphoid cells 2 (ILC2) (Salimi et al., 2013). Ces derni¢res sont des cellules

immunitaires innées de la lignée lymphoide situées en périphérie mais trés peu présentes dans
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les ganglions, qui s’activent sans reconnaissance d un antigéne. Elles sont trés proches des Th2
car elles expriment également le facteur de transcription GATA-3 et produisent principalement
les cytokines IL-5 et IL-13. Elles s’identifient par 1’expression des marqueurs CRTH2 et
IL-7R0/CD127 (Klose et al., 2016). Les ILC2 d’explant de peau s’activent apres stimulation
par les cytokines épithéliales IL-25, IL-33 et TSLP (Salimi et al., 2013). De plus dans cette
¢tude, chez la souris traitée 4 jours par le calcipotriol, un analogue synthétique de la vitamine
D3, on constate une accumulation d’ILC2. Méme si la proportion d’ILC2 dans la peau est plus
faible que celle des Th2, elles peuvent contribuer a la DA, en particulier dans les mécanismes

allergénes indépendants.

Les basophiles sont une potentielle source d’IL-4 et IL-13 et sont retrouvés
majoritairement dans la peau, mais pas dans le sang, de patients DA (Mashiko. et al., 2017).
Les éosinophiles sont ¢galement plus nombreux dans la peau Iésionnelle aigué et chronique de
DA (Kiehl et al., 2001). Cette arrivée d’éosinophiles dans la peau peut se corréler a 1’attrait
exercé par IL-5, produite notamment par I’infiltrat Th2. Comme les basophiles, les ¢éosinophiles

sont aussi producteurs d’IL-4 et [L-13 (Gessner et al., 2005).

Les mastocytes ne se limitent pas a la libération d’histamine, bien connue dans I’allergie
mais peu impliquée dans la DA (Kawakami et al., 2009). En effet, ils peuvent libérer des
médiateurs pruritogénes par des voies histamino-indépendantes, comme IL-31 ou les cytokines
Th2 (Chapitre 11, 4.4). Ils sont peu présents en peau 1ésionnelle aigué, mais plutoét en phase

chronique (Soter et al., 1989).

La Figure 7 en page suivante résume le role des principales cellules impliquées dans la

réponse immunitaire de la DA.
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Figure 7: Principaux mécanismes de la DA. Le défaut de barriére facilite le stress des
kératinocytes par exposition accrue aux signaux de danger. La stimulation de ces cellules induit
I’expression de chimiokines (CCL17/TARC, CCL22/MDC) et de cytokines (IL-1, IL-25, IL-33, TSLP)
qui influent sur la réponse des ILC2 et des Th2. De plus, TSLP augmente 1’expression de OX40L par
les DCs, qui aprés migration vers les ganglions, se lient a OX40 des T CD4+ naifs et contribuent a
I’orientation en Th2, producteurs d’IL-4 et [L-13. Ces Th2 vont aider a la synthése d’IgE par les LB.
Les Th2 sont attirés dans la peau par expression des récepteurs CRHT2, CLA, CCR4 et CCR10. Des
¢osinophiles sont aussi rapatriés sur le site par IL-5 notamment. La génération de TRM et I’expression
du récepteur FceRI par les DCs facilitent la capture des antigenes et une seconde réponse allergique plus
rapide. Les cellules de la peau communiquent par 1’intermédiaire de TSLP et des cytokines Th2 avec
les neurones sensoriels cutanés pour exacerber le prurit. En phase chronique, I’infiltrat évolue vers un
profil mixte Th1/Th17 variable, mais toujours avec la présence de Th2. lllustration modifiée d apres
Weidinger et al., 2018.
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4.4 Signal du prurit

Les patients atteints de DA souffrent d’un prurit récurrent. Celui-ci s’explique en partie
par une susceptibilité accrue aux signaux présents dans 1’environnement des neurones cutanés,
mais aussi par une innervation plus dense en lésionnel (Gaspar et al., 2016). Le prurit se définit
comme une sensation désagréable qui conduit au désir de se gratter. Il génére un stress et des
troubles de I’attention avec pour conséquence une altération non négligeable de la qualité de
vie. L'initiation du prurit démarre généralement a partir de la peau ou des muqueuses apres
réception d’un signal pruritogéne par les fibres nerveuses cutanées. Prurit et douleur font partie
intégrante des informations capables d’étre transmises par la peau. Alors que ces sensations
¢taient supposées partager des voies neuronales communes (Davidson et al., 2010), il a été
découvert récemment que le prurit dispose de voies et récepteurs qui lui sont propres, décrits

dans les paragraphes suivants.

4.4.1 Fibres C et transmission du prurit

Les fibres C, amyelinisées, furent les premicres décrites comme capables de recevoir et
transmettre des signaux pruritogenes. Il en existe de nombreux sous-types qui se définissent
généralement par le signal qui les excite. A titre d’exemple, 80% des fibres C sont polymodales
et mécano-sensibles (fibres CM). Le pruritogene le plus utilisé dans la littérature, I’histamine,
induit la génération d’un potentiel d’action sur un autre sous-type de fibres C, insensible a la
chaleur et aux stimuli mécaniques (fibres C mécano-insensibles histamine positive, CMi
(Hist)) (Schmelz et al., 2003). L utilisation du Pois mascate, Mucuna pruriens, cohwage en
anglais, a montré le ciblage de fibres C encore différentes de celles stimulées par I’histamine,
sensibles a la chaleur et aux stimuli mécaniques (fibres CMH) (Johanek et al., 2008). Pour
simplifier, il faut retenir que ces données suggerent 1’utilisation de fibres C différentes selon le
pruritogene pergu. En outre, les fibres C peuvent aussi répondre a d’autres signaux que le prurit,
comme des stimuli nociceptifs (bradykinine, capsaicine). Le rdle des fibres AP, Ad dans la
transmission du prurit a ét¢ moins ¢tudié, méme si elle semble possible pour les AS.

Il existe une réelle complexité d’identification des voies précises utilisées par les
signaux du prurit car plusieurs axes sont stimulés et les neurones conduisent aussi plusieurs
signaux. Néanmoins, dans tous les cas, la perception d’un pruritogéne dans la peau est rendue
possible grace a I’expression au niveau des terminaisons des neurones sensoriels de récepteurs

dits prurirécepteurs (Figure 8, page 48).
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4.4.2 Les prurirécepteurs

Le systeme nerveux périphérique fonctionne en convertissant un stimulus sensitif cutané
en un signal électrique (potentiel d’action). Les terminaisons nerveuses en périphérie expriment
des récepteurs capables de réaliser cette traduction, c’est le cas de certains prurirécepteurs,
comme les canaux Transient receptor potential (TRP). Contrairement a ces derniers, les
prurirécepteurs couplés aux protéines G (GPCR), dits récepteurs métabotropiques, ne peuvent
pas générer seul un potentiel d’action, ils vont donc devoir entrainer 1’activation des TRP,
coexprimés a proximité, aprés une signalisation intracellulaire spécifique (Wilson et al., 2014 ;

Oetjen et al., 2018).

a) TRP

Les TRP sont une famille de canaux cationiques principalement calciques, exprimés par
de nombreux types cellulaires. Ils peuvent par exemple étre présents sur les kératinocytes
comme démontré pour les transient receptor potential vanilloide 3 et 4 (TRPV3, TRPV4) chez
la souris (Chung et al., 2004). Cependant, ils sont majoritairement décrits pour leur présence en
périphérie sur les neurones sensoriels, notamment sur les fibres CMi et A§. On dénombre six
familles de TRP chez I’humain : TRPC (Canonical), TRPV (Vanilloid), TRPM (Melastatin),
TRPML (Mucolipins), TRPP (Polycystins) et TRPA1 (Ankyrin repeat) seul membre de sa
propre famille. Cette classification s’explique par une structure différente, avec modification
de P’extrémité N et C terminale, et un panel d’activateurs chimiques et moléculaires varié
(chaud et capsaicine pour TRPVI, froid et menthol pour TRPMS). Ce sont tous des
thermosenseurs, c’est-a-dire qu’ils s’ouvrent a une température spécifique. Le prurit est
transmis majoritairement par TRPA1, TRPV1 et TRPMS8 (Imamachi et al., 2009 ; Wilson et
al., 2014).

b) GPCR

Les GPCR sont des récepteurs membranaires couplés a la protéine G avec une structure
en hélice qui traverse 7 fois la membrane. Ils sont dénommés ainsi car ils sont couplés a des
protéines liant le GTP. Ce signal se traduit notamment par 1’activation de kinases comme la
phosphokinase A (PKA) et C (PKC). Sur les neurones sensoriels périphériques, de nombreux
pruritogénes s'associent a des récepteurs de type GPCR. Leur liaison ne génére pas de potentiel
d’action en soi, mais comme ils sont souvent en relation étroite avec un canal TRP, I’activation
des kinases induit la phosphorylation intracellulaire et I’ouverture de ces TRP (Veldhuis et al.,
2015).
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Les récepteurs a I’histamine (Histamine receptor, HR) appartiennent a la famille des
GPCR. A I’heure actuelle, quatre récepteurs sont décrits, HIR, H2R, H3R et H4R. Les anti-
HIR ont été les premicres cibles de traitement antiprurigineux, avec une préférence pour les
anti-HIR de seconde génération avec moins d’effets indésirables, comme la cétirizine et la
loratadine (Simons et al, 2004). L’histamine est bien connue pour son rdle dans le
déclenchement du prurit. En effet, elle est libérée majoritairement par les tissus suite a la
dégranulation des mastocytes et basophiles apres une premiere sensibilisation par un allergene.
Elle est responsable notamment d’un influx de Ca2+ dans les ganglions de la racine dorsale
(DRG). Cet influx nécessite la présence d’'un TRPV1 fonctionnel : la souris TRPV1 KO n’a pas
de mobilisation de Ca2+ dans les neurones sensoriels et moins de prurit. L’ interaction entre
HIR et TRPV1 passe par la phospholipase C (PLC) qui va activer le TRPV1 pour générer le
potentiel d’action (Shim et al., 2007). Les fibres CMi, ainsi que certaines CMH, sont les plus
répondeuses a I’histamine (Schmelz et al., 2003). Les anti-HIR sont bénéfiques dans de
nombreuses manifestations allergiques, comme la rhinite allergique, 1’asthme, 1’urticaire, mais
ils sont peu efficaces dans la DA (Yosipovitch et al., 2003), ce qui suggere ’utilisation de voies
différentes. Une preuve supplémentaire vient étayer ces données : le prurit déclenché par le Pois
mascate n’est pas inhibé par les antihistaminiques (Johanek et al., 2007). Ces voies, regroupées
sous le terme de voies histamino-indépendantes, seront détaillées dans les paragraphes

suivants.

Parmi elles, on trouve les signaux engagés par les récepteurs a protéases, comme les
PAR. Il existe 4 types de PAR, PAR 1 a 4. IIs sont activés apres clivage protéolytique de leur
extrémité N-terminale. Celui-ci a pour conséquence 1’exposition d’une séquence peptidique
capable d’agir sur ce méme récepteur, on parle d’autoactivation. Ils sont clivés par des sérine-
protéases, par exemple la thrombine pour PARI, la tryptase et la trypsine pour PAR2. Ces
protéases peuvent provenir soit de sources exogenes (pathogénes) ou endogénes (mastocytes).
Dans la littérature, des séquences peptidiques synthétiques identiques a celles libérées apres
clivage sont fréquemment utilisées pour déclencher 1’activation des récepteurs PAR.
L’administration d’agonistes peptidiques des PAR1-4, comme SLIGKY ou SLIGRL, a permis
de conclure que PARI1, PAR2 et PAR4 sont impliqués dans les démangeaisons. PAR2 en
particulier semble engagé directement dans le prurit par un mécanisme histamino-indépendant,
car le prurit déclenché par PAR1 et 4 est réduit par les antihistaminiques (7sujii et al., 2008).
Chez I’homme, 1’administration intracutanée du peptide agoniste SLIGKV induit, aprés une

douleur breve, un prurit dans les 2 a 5 minutes (Steinhoff et al., 2003).
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PAR2 est exprimé par de nombreux types cellulaires, notamment les kératinocytes et
les fibres nerveuses amyélinisées de la peau. Son expression par analyse immunohistochimique
est décrite comme plus importante en non Iésionnel et en lésionnel chez des patients DA
(Steinhoff et al., 2003). Sa liaison agit directement sur les neurones sensoriels via TRPV1
(Amadesi et al., 2006) et TRPV4 (Grant et al., 2007) et induit la libération de neuropeptides SP
et CGRP chez le rat (Steinhoff et al., 2000). En plus d’effets directs sur les neurones, ’activation
de PAR2 peut agir indirectement sur ces derniers par I’intermédiaire des kératinocytes. En effet,
son activation par les protéases conduit a la production de TSLP chez la souris et sur des
kératinocytes humains en culture 2D (Wilson et al., 2013). TSLP peut aider a 1’orientation Th2
et contribuer a la libération d’IL-4 et IL-13, deux cytokines elles-mémes pruritogénes
(Chapitre I1, 4.4.2 ¢). De plus, I’étude de Wilson SR. et al. a mis en évidence un effet direct et
rapide de la TSLP, par administration intradermique, sur une population de neurones TRPA1+
dans le déclenchement du prurit 5 minutes apres injection (Wilson et al., 2013). La TSLP peut

donc lui aussi agir sur le prurit de fagon directe ou indirecte.

Les Mas-related G protein—coupled receptor (Mrgpr) dont MrgpA3, MrgprD et
MrgprC11 ont été décrits plus récemment comme membres des GPCR impliqués dans le prurit
histamino-indépendant. MrgpA3 est également connu pour étre le récepteur a la chloroquine,
drogue anti-malarique créant comme effet indésirable un prurit. La souris MrpgrA3 déficiente
ne répond plus a la chloroquine, mais encore a I’histamine, suggérant 1’existence de voies
indépendantes. L agoniste endogene a ce récepteur n’a toujours pas été découvert (Liu et al.,
2009). L’activation de MrpgrA3 interagit avec le canal TRPA1 comme premiere voie de

signalisation pour I’initiation du prurit (Wilson et al., 2011).

¢) Récepteurs aux cytokines IL-4R IL-13R IL-31R

Comme dé¢ja discuté dans les paragraphes précédents, les cytokines Th2 sont des
médiateurs inflammatoires clés dans la dermatite atopique. Le concept de communication
neuro-immune prend ici complétement son sens. En effet, les récepteurs IL-4R et IL-13R sont
exprimés par les DRGs et sont méme directement activables par IL-4 et IL-13, comme
démontré par mesure du flux calcique sur des DRGs souris et humains (Oetjen et al., 2017),
avec induction de prurit in vivo chez la souris (Campion et al., 2019). L’étude de modeles

TRPV1 KO confirme que la signalisation semble dépendante de TRPV'1 (Oetjen et al., 2017).
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Une autre cytokine Th2, I’IL-31, est aussi impliquée dans la genese du prurit. IL-31 est
surexprimé dans la peau DA chez I’homme en 1ésionnel et non Iésionnel, en termes d’ARNm
et de protéine (Sonkoly et al., 2006). La surexpression d’IL-31 chez la souris transgénique
génére du prurit (Dillon et al., 2004). Hawro T. et al. (Hawro et al., 2014) ont pu réaliser des
tests d’administration cutanée d’IL-31 sur des donneurs DA et n’ont pas mis en évidence de
prurit rapide, comme le fait I’histamine, mais un prurit tardif aprés 150 minutes suggérant une
action par des intermédiaires produits par les kératinocytes par exemple. Par-dela un effet sur
le prurit, I’étude de Feld M. et al. (Feld et al., 2016) a montré qu’IL-31 pouvait influencer la
croissance neuronale. Par immunofluorescence, il a été observé chez la souris transgénique
surexprimant IL-31 une densité en fibres nerveuses cutanées plus importante. Dans cette méme
¢tude, ’administration d’IL-31 pendant 14 jours sur une souris sauvage induit une densité a
nouveau plus forte que la souris contrdle. Ces résultats furent confirmés avec la culture de
DRGs de souris in vitro en présence d’IL-31. Ces données suggerent qu’IL-31 peut augmenter
la sensibilité des terminaisons neuronales de la peau aux autres stimuli (Feld et al., 2016), en

concordance avec I’hyperinnervation caractéristique de la DA (Gaspar et al., 2016).

d) TLR

Les TLR seraient également impliqués dans [’initiation d’un prurit. L’application
topique d’imiquimod, un agoniste du TLR?7 utilisé en clinique comme antiviral et antitumoral,
peut induire comme effet indésirable un prurit chez I’homme (VIDAL 2019). Chez la souris,
I’imiquimod est administré en intradermique pour générer des démangeaisons (Liu et al., 2011 ;
Kim et al., 2011). Liu T. et al. (Liu et al., 2010) ont utilis¢ un modele de souris TLR7 KO qui
ne répond pas a I’imiquimod et aux pruritogeénes non histaminergiques (chloroquine, SLIGRL),
mais qui, a I’inverse, est toujours répondeuse au prurit déclenché par I’histamine. Dans cette
méme étude, le marquage des fibres nerveuses montre une certaine proximité entre TRPV1 et
TLR7, méme si la souris TRPV1 KO reste sujette au prurit induit par I’imiquimod (Liu et al.,
2011). A Iinverse, I’étude de Kim S.J et al. conclut & un mécanisme d’action de I’imiquimod
indépendant de TLR7 sur les neurones, c’est-a-dire passant uniquement par des neurones
TRPV1. Les discordances entre ces deux €tudes sorties a 3 mois d’intervalle sont discutées dans
I’article de Kim SJ. etal. (Kim et al., 2011). D’autres TLR comme TLR3 et TLR4 sont exprimés

par les DRGs murins et aussi proposés dans le prurit (7Taves et al., 2015).
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4.4.3 Production de neuropeptides

Apres perception et assimilation d’un signal spécifique, les fibres C peptidergiques
peuvent communiquer avec les cellules avoisinantes en produisant des neuropeptides. Les deux
plus décrits, SP et CGRP peuvent avoir une influence dans la DA. Le nombre de fibres
positives a ces neuropeptides est accru dans la peau 1€sée (Jdrvikallio et al., 2003). Leurs
récepteurs respectifs NK1R et I’hétérodimere CRLR/RAMP sont exprimés par la plupart des
cellules de la peau, dont les kératinocytes, DCs, LT et mastocytes. SP et CGRP peuvent
déclencher le relargage de I’histamine par les mastocytes (Columbo et al., 1996 ; Forsythe et
al., 2000). De plus, CGRP influe également sur la réponse T en induisant une différenciation
Th2 chez la souris. Apres stimulation des LCs par CGRP, celles-ci, en plus de produire
CCL17/TARC et CCL22/MDC, aident aprés MLR a obtenir des Th2 IL-4+ (Ding et al., 2008).
Dans un modele de peau reconstruite, Roggenkamp D. et al. ont démontré le réle d’un
traitement par CGRP dans la prolifération des kératinocytes et la morphogenése de 1’épiderme,

avec I’obtention d’un épiderme plus épais (Roggenkamp et al., 2013).
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Figure 8 : Prurirécepteurs et modulation de la réponse des fibres nerveuses périphériques
cutanées. La peau est un organe densément innervé. Les fibres nerveuses périphériques pergoivent des
signaux a la fois des cellules immunitaires (Th2, ILC2, mastocytes) et de I’environnement
(kératinocytes). L information relative au prurit est diffusée a 1’aide de nombreux récepteurs exprimés
par les terminaisons nerveuses, comme les TRP, GPCR (HIR, Mrgpr, PAR2) et les récepteurs aux
cytokines (IL-4R, IL-13R, IL-31R, TSLPR). Le potentiel d’action généré en conséquence permet de
transmettre I’information de la périphérie jusqu’au DRG de la moelle épiniére, puis au cerveau. De plus,
certaines de ces fibres peuvent produire des neuropeptides comme la CGRP ou la SP pour influer a leur

tour sur les cellules de la peau et donc indirectement sur ce processus. [llustration modifiée d’apres
Kittaka et al., 2017 ; Oetjen et al., 2018.

Comme évoqué dans cette partie sur la physiopathologie de la DA, la multiplicité des

acteurs et mécanismes décrits offre un panel conséquent de cibles thérapeutiques potentielles.

5. Prise en charge

La DA est une maladie d’origine multifactorielle. La prise en charge « classique »,
majoritairement symptomatique, consiste a prévenir du risque de crise et a en atténuer
I’intensité. L’objectif est de contrdler la maladie avec une réduction du prurit suffisante pour
permettre un confort a la maison, a 1’école et au travail. Cette prise en charge passe typiquement
par une approche en plusieurs étapes qui consistent a éviter les facteurs déclenchants, améliorer

la barriere de la peau, réguler la dysbiose cutanée et atténuer 1’inflammation.
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5.1 Prévention

Les stratégies de prévention secondaire se basent sur I’éviction et 1’élimination des
facteurs déclenchants, c’est-a-dire des facteurs environnementaux susceptibles d'initier des
crises chez des individus « sensibles ». L’exposition a des irritants (pollution, fumée de
cigarette) est fréquente et susceptible d’accentuer la perception de signaux de danger.
L’implication de certains aliments est connue (Bergmann et al., 2013), cependant, comme les
allergies alimentaires ne persistent pas toutes en grandissant, elle peut évoluer avec I’age. La
modification du régime alimentaire chez I’enfant peut étre bénéfique mais est a envisager avec
précaution (Grimshaw et al., 2017). De plus, il faut prendre en considération que la place
centrale des IgE est encore parfois débattue dans la DA avec I’existence de formes IgE-
indépendantes. Il faut dans tous les cas prioriser en premier lieu un processus continu

d’accompagnement et d’éducation du patient et/ou des parents.

5.2 Prise en charge « classique »

La prise en charge se base sur 1’age, la sévérité de la maladie, la localisation des I€sions,
la facilité d’observance et la présence de comorbidités. Entre les crises, la lutte contre la xérose
cutanée doit étre réalisée quotidiennement via I’utilisation d’ agents émollients, qui adoucissent
la peau, et humectants qui attirent I’eau. Ces traitements se font de préférence apres le bain,
sur peau légerement humide, avec 2 applications par jour. Ces soins réguliers s’accompagnent
par un choix pertinent des produits d’hygi¢ne corporelle, de préférence sans savons et non
irritants. La finalité est de réduire le risque d’apparition des crises en augmentant la barriere
cutanée. Le traitement des crises s’effectue par 1’application de corticostéroides topiques
(CTN). lls représentent la premiére ligne thérapeutique et sont bénéfiques par leur fonction anti-
inflammatoire (Brunner et al., 2016). 1ls sont regroupés en 4 classes de I a IV, symbole d'une
activité forte a faible, déterminées par mesure de la vasoconstriction. Les CTS a activité faible
(classe IV) ne sont pas prescrits car peu efficaces dans la DA (VIDAL 2019). Ceux a activité
modérée (classe III) sont préconisés chez I’enfant et le nourrisson, méme pour les 1ésions dans
des zones délicates (faciales, paupicres et flexurales). L’utilisation intermittente de CTS
présente des risques assez faibles d’effets indésirables cutanés, cependant un usage inapproprié
peut étre a I’origine d’atrophie et d’amincissement de la peau, réversibles a I’arrét du traitement.
Ils sont généralement a prendre en une application par jour jusqu’a disparation des Iésions. Les
effets systémiques sont beaucoup plus rares. L’utilisation de CTS a activité forte (classe II) est

possible chez I’enfant quand celle-ci est justifiée (I€sions trés inflammatoires ou lichénifiées),
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mais demande un controle plus strict de la durée de traitement et des quantités appliquées
(Callen et al., 2007). Les CTS a activité trés forte (classe I) sont a proscrire chez I’enfant dans

la DA (VIDAL 2019).

5.3 Autres traitements
5.3.1 Topiques

Des traitements topiques alternatifs peuvent étre utilisés, comme les inhibiteurs de la
calcineurine (tacrolimus, pimécrolimus). Ils sont conseillés chez I’adulte et ’enfant a partir de
2 ans, en général pour soigner des zones anatomiques ou le risque d’effets indésirables des CTS
est plus fort (visage, zones de flexion) car ces derniers ne présentent pas les inconvénients des
stéroides, comme 1’atrophie cutanée notamment. Cependant, d’aprés les revues d’essais
cliniques randomisés, 1’utilisation des inhibiteurs de la calcineurine est plus limitée. En effet,
ils ont une efficacité similaire aux CTS de type III, et, méme s’ils ne possedent pas leurs effets
indésirables, une sensation de brilure ou prurit peut étre observée lors de la premicre semaine
de traitement (Chen et al., 2010). Le colt et ’existence de conditionnements plus petits sont
aussi limitants. Le manque de recul sur les risques de cancer cutané pour une utilisation a long

terme explique leur second choix face aux CTS.

Les antihistaminiques anti-H1R présentent une efficacité sur le soulagement du prurit
trés faible dans la DA. Cependant, chez les patients avec des troubles du sommeil importants
secondaires aux démangeaisons, [’'utilisation d’antihistaminiques sédatifs comme
I’hydroxyzine peut se révéler bénéfique (VIDAL 2019).

L’administration d’un antiseptique local n’est pas conseillée de maniere systématique
car ils peuvent accroitre la xérose. Néanmoins, en cas de surinfection constatée des Iésions, leur

prescription est possible pendant 15 jours (VIDAL 2019).

5.3.2 Systémiques

Si les traitements topiques ne sont pas suffisants pour soulager les crises. Il existe la
possibilité de réaliser une photothérapie sur court-terme (4 a 8 semaines) dans les formes
modérées a séveéres de DA. Celle-ci consiste a exposer les patients a des rayons ultraviolets
(UV) UVA et/ou UVB selon la stratégie d’irradiation, a raison de 2 a 3 fois par semaine sur une
vingtaine de séances. L’efficacité sur les I€sions, chroniques majoritairement, est retrouvée dans

plusieurs essais cliniques (Rodenbeck et al., 2016). Le mécanisme par lequel ces rayonnements
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peuvent étre bénéfiques n’est pas encore clairement identifié. L’implication de la vitamine D3
peut étre imaginée et pourrait étre corrélée a ’amélioration possible des Iésions pendant 1’été
chez les patients. Cependant, il existe des malades qui ne répondent pas au traitement et pour
qui le soleil peut aggraver les 1ésions. De plus, I’impact des rayonnements sur le systéme
immunitaire, indépendamment de la vitamine D3, est démontré et doit étre pris en compte (Hart
etal, 2011).

L’usage d’immunosuppresseurs systémiques non spécifiques (ciclosporine,
méthotrexate, azathioprine, mycophénolate mofétil) est réservé aux formes séveres et
réfractaires aux autres options thérapeutiques. Elle est possible aprés vérification de
I’observance au traitement topique, du bon diagnostic et éviction des allergenes/irritants.
Malgré I’efficacité démontrée, I'utilisation doit étre limitée dans sa prescription et dans le temps
avec maximum 1 ou 2 ans de thérapie, en raison de sa potentielle toxicité (néphrotoxicité pour
la ciclosporine notamment). La prise de CTS systémiques est elle aussi restreinte et a concevoir

uniquement en dernicre ligne de traitement.

5.3.3 Spécifiques

Les récents progres dans la connaissance de la physiopathologie de la DA ont permis le
développement de nouvelles thérapies anti-inflammatoires ciblées. Ces traitements consistent a
moduler des médiateurs ou mécanismes identifiés dans la DA, comme les cytokines Th2, avec

pour espoir d’avoir une efficacité plus spécifique et des effets indésirables moindres.

Le dupilumab est la premicre de ces drogues approuvée pour une utilisation clinique
apres des essais concluants sur la réduction du prurit et la survenue d’infections (Simpson et al.,
2016). 11 s’agit d’un anticorps monoclonal humain, dirigé contre la chaine alpha du IL-4R,
commune a IL-13R également et donc inhibiteur de I’action de ces 2 cytokines. Il s’administre
par voie injectable en sous-cutané avec 1 dose initiale puis 1 dose toutes les 2 semaines,
uniquement dans les formes réfractaires a la ciclosporine orale (non-efficacité ou contre-
indication). I1 est associable avec un traitement CTS topique (Simpson et al., 2016).

Le nemoluzimab est un anticorps monoclonal anti-IL-31R qui a été testé en essai
clinique de phase II (sur 50 patients avec une DA modérée a sévere et administration en sous-
cutané pendant 12 semaines) avec des résultats encourageants, mais encore non significatifs,
sur la réduction du prurit visualisé par diminution du score EASI. Comme I'efficacité sur le
sommeil est meilleure, une amélioration globale de la qualité de vie a été constatée (Ruzicka et

al., 2017).
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D’autres traitements spécifiques sont en essai clinique (phase II et III) et semblent
pertinents d’apres les résultats préliminaires (diminution du score EASI) (Weidinger et al.,
2018) :

- Inhibition de la voie JAK : anti-JAKI, 2 et 3, topiques ou systémiques.
- Inhibition Th2 : anti-IL-13, anti-OX40 systémiques.
- Antiprurigineux : anti-H4R, anti-NK 1R systémiques.

Il peut €tre intéressant de noter que les essais cliniques avec le tezepelumab, bloquant
la TSLP, ont été négatifs, n’apportant pas d’amélioration significative du score EASI apres 12
semaines de traitement (Simpson et al., 2019). Ces résultats pourraient remettre en cause la
place centrale de la TSLP dans la physiopathologie de la DA, mais de telles conclusions sont
encore a nuancer. En effet, les patients inclus dans 1’étude ont été traités en parallele par des
corticostéroides topiques, ce qui pourrait masquer I’effet du tezepelumab sur le prurit. De plus,
on peut noter que les patients choisis dans I’étude présentent en majorité des formes modérées
de DA. Enfin, le choix de la dose administrée (280mg toutes les 2 semaines) et la durée de
I’¢tude (12 semaines) seraient également des parameétres ajustables.

Malgré I’inefficacité des anti-H1R, la découverte plus récente du récepteur H4R a ouvert
de nouvelles pistes thérapeutiques. En effet, HIR et H4R semblent utiliser des voies
indépendantes : un anti-HIR n’est pas efficace contre un prurit déclenché par un agoniste H4R
et inversement. Les anti-H4R présentent une certaine efficacité chez la souris (Dunford et al.,

2007) et ’homme, avec un essai clinique en cours (Werfel et al., 2019).

En conclusion, s’il faut dresser un portrait de la DA a I’heure actuelle, nous pouvons
retenir que cette maladie s’explique par une prédisposition génétique indéniable, mais multiple,
sous influence de facteurs environnementaux secondaires complexes. L’exposition a un stress
(prurit, allergénes, microbes) facilitée par un défaut de la barriére cutanée exacerbe la réponse
immunitaire Th2 dans les phases initiales. Les interactions entre ces mécanismes sont a 1’origine
d’une boucle inflammatoire et du caractére chronique de la DA. La prise en charge actuelle
n’est pas curative, mais reste principalement symptomatique (réduction de 1’inflammation,
hydratation de la peau) et préventive (éviction des allergenes, éducation). L’émergence de
nouvelles thérapeutiques est possible grice a la compréhension plus précise de sa
physiopathologie. C’est pourquoi il existe aujourd’hui un réel besoin pour le développement de
modeles humain in vitro, mimant au plus pres la peau, afin de reproduire certes artificiellement,

mais de facon contrdlée, certains éléments clés de la maladie.
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Chapitre I11. Modeles in vitro de dermatite atopique

La DA est une maladie complexe et multifactorielle. Son expansion en termes de
prévalence reflete un besoin grandissant d’établir des modeles fiables, afin de fournir a la
recherche I’opportunité de tester des hypothéeses sur la physiopathologie et d’évaluer I’efficacité
d’innovations thérapeutiques. La finalité est de comprendre le développement des 1ésions et

d’¢laborer dans le cadre d’études précliniques, de nouveaux traitements.

L’utilisation de modéles animaux (souris principalement) permet de reproduire de

maniére adéquate les principaux symptomes de la DA, I’inflammation et le prurit notamment.
Ces modeles ont été comparés dans une publication de Jin H. et al. (Jin et al., 2009) et plus
récemment dans celle de Kim D. et al. (Kim et al., 2019). Brievement, il faut retenir que ces
modeles peuvent se scinder en 3 groupes :
- les mode¢les induits par sensibilisation exogéne, comme les hapténes : trinitrochlorobenzéne
(TNCB) et I’oxazolone ; les allergenes : ovalbumine (OVA), acariens (HDM) ; la vitamine Ds.
- les mod¢les transgéniques : surexpression des cytokines Th2, de TSLP ou sous expression de
la FLG.

- les modeles qui développent spontanément une DA : souris NC/Nga.

Méme si l'usage des animaux a facilit¢ de nombreuses avancées et est aujourd’hui
toujours pertinent, dans ce manuscrit nous allons nous focaliser sur les mod¢eles in vitro
humains. Ces derniers offrent une alternative importante pour réduire les doutes sur la validité
interespeces des résultats. De plus, le développement de ces modeles s’inscrit dans la continuité

des restrictions croissantes relatives aux modéles animaux.

Les mode¢les in vitro permettent la reproduction d’une ou plusieurs caractéristiques de la
DA. Comme ce fut le cas pour notre étude, les limites imposées par chaque mod¢le obligent a
faire des choix. Les publications de ces 10 dernicres années se focalisent principalement sur le

défaut de barriere et sur les perturbations immunitaires.

1. Modéles 2D

La culture 2D est un moyen simple et rapide pour étudier un mécanisme précis en
rapport avec une maladie. Les cellules s’obtiennent par culture d’une lignée établie ou par

isolation de cellules primaires de donneurs (biopsie de peau, prise de sang). Ces mod¢les
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permettent soit la reproduction de réponses observées dans la maladie par un stimulus donné,
soit de comparer le profil de cellules témoins et pathologiques. Par-dela la monoculture d’un
type cellulaire unique, I’approche 2D comprend également la coculture d’au moins 2 types
différents.

Pour I’é¢tude de l'inflammation dans la DA par exemple, la culture de cellules
immunitaires (LT, DC, €osinophile ou mastocyte) a aidé a la caractérisation de I’infiltrat et a
l'analyse de la capacit¢ de DCs isolées a orienter des LT naifs en T helper (Soumelis et al.,
2002). Jiao D. et al. (Jiao et al., 2016) ont réalisé des cocultures entre des fibroblastes et des
¢osinophiles humains en réponse a S. aureus pour mettre en évidence leur coopération dans le
relargage de médiateurs inflammatoires (IL-6, CXCLS8, CCL4). La culture de kératinocytes
primaires en monocouche a permis d’avancer dans la compréhension du défaut de barriére par
I’¢tude de I’effet de cytokines surexprimées dans la DA (IL-4, IL-13) sur les marqueurs de
différenciation comme la FLG (Howell et al., 2009). Le caractere uniquement indifférencié des
kératinocytes cultivés en 2D ne permet pas une fidélité totale a la situation in vivo, mais cette
différenciation peut étre mimée par obtention de la confluence ou modification de la
concentration calcique dans le milieu de culture.

Bien entendu, en connaissance de la complexité de la maladie, il reste difficile de
parvenir a trouver un bon modéle de DA avec si peu d’acteurs, qui ne tient pas compte de
I’intégrit¢ de la peau et des interactions entre les multiples types cellulaires. D’ou le

développement de structures 3D, qui tendent a devenir de plus en plus complétes.

2. Modeéles 3D

La DA étant une maladie cutanée, les modéles 3D mis en place consistent donc a

I’utilisation d’explant de peau ou a la reconstruction par ingénierie tissulaire de peau in vitro.

2.1 Explants de peau

Les explants de peau ont I’avantage d’étre complets (méme si les terminaisons
nerveuses, sectionnées, ne sont plus fonctionnelles) et de provenir directement d’un unique
donneur. IIs sont cultivables sur une période courte, ce qui permet ’application de stimuli pour
¢tudier la réponse engagée apres récolte du surnageant ou des cellules migrantes. Les
expériences sur explants de peau ont mis en évidence certains inducteurs de TSLP comme IL-
4, IL-13 (Bogiatzi et al., 2007), IL-1B (Bernard et al., 2017) ou HDM (Landheer et al., 2013).

Ils peuvent provenir d’'une peau saine ou d’une biopsie, lésionnelle ou non, réalisée sur le
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patient, afin de permettre une étude comparative de la qualité¢ de 1’épiderme, de la barriére,
I’expression des marqueurs de différenciation et la caractérisation de I’infiltrat inflammatoire.
Les explants de patients sont bien évidemment plus pertinents, mais se limitent aux difficultés
d’obtention de tels échantillons. Néanmoins, il faut prendre en considération que la section
conséquente a 1’obtention des explants de peau peut déclencher des signaux inflammatoires
influengant les résultats. Une étude récente (Vostdalova et al., 2019) a démontré que 1’intégrité
structurelle d’un explant de peau aprés 7 jours de culture n’est pas affectée, malgré une
libération accrue d’IL-6, d’IL-10 et de cyclooxygénase 2 (COX-2). Ces signaux envoyés par
I’explant pourraient correspondre a ceux intervenant lors du processus de cicatrisation. C’est
pourquoi des modeles décrits comme plus proches des conditions physiologiques, sans signal
de danger li¢ a I’acte chirurgical, sont nécessaires. Ils sont obtenus par ingénierie tissulaire aprés
isolation des différents types cellulaires et réintégration sur une matrice. Selon leur degré de
complexité, on peut les regrouper en 2 catégories : les équivalents d’épiderme humain (Human

epidermis equivalent, HEE) et les équivalents de peau humaine (Human skin equivalent, HSE).

2.2 Modeéles reconstruits
2.2.1 Principe de construction

Les HEE se limitent a la culture exclusive de kératinocytes sur un insert ou un filtre
type polycarbonate qui, apres prolifération et exposition a I’interface air-liquide dans un milieu
de culture adéquat, peuvent reproduire un épiderme stratifié et différencié fidéle a un épiderme
«normal ». Les HEE sont utiles pour déterminer des parametres propres aux kératinocytes ou
confirmer 1’approche 2D, comme effectué¢ par Bernard M. et al. (Bernard et al., 2017) avec la
production de TSLP induite par IL1p.

Les HSE sont eux plus complets car ils vont reproduire une plus forte épaisseur de la
peau, en incluant une structure dermique, établie en amont de 1’ajout de kératinocytes. Ce derme
peut étre obtenu selon plusieurs stratégies. Couramment, on cherche a ensemencer des
fibroblastes sur un support biocompatible synthétique ou naturel a base de composants de la
matrice extracellulaire, dont le collageéne est le principal représentant. Toutefois, la composition
est variable selon les modéles : on ajoute parfois du chitosan ou de la chondroitine sulfate pour
améliorer la résistance mécanique de la matrice. Le contrdle de la porosité reste un enjeu clé de
cette synthése. La plupart de ces supports ont pour but de permettre 1’adhésion et la prolifération
des fibroblastes, facilitant ensuite la sécrétion de leur propre matrice extracellulaire. Sur ce

principe, des modeles sans support ont aussi été imaginés (Saba et al., 2018). Des fibroblastes
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cultivés 28 jours sur pétri peuvent former une €paisseur suffisante de matrice, manipulable et
empilable, créant ainsi une structure 3D qui peut se surélever a I’interface air-liquide pour la

formation de 1’épiderme apres ajout de kératinocytes (Auxenfans et al., 2009).

2.2.2 Modélisation de la DA

Plusieurs stratégies ont été utilisées pour ¢tudier la DA avec ces modeles 3D (HEE et
HSE). Certains groupes ont généré des peaux reconstruites avec des kératinocytes controles
stimulés par un cocktail de cytokines, d’autres ont choisi des kératinocytes modifiés
génétiquement ou bien des cellules de patients (Leman et al., 2019 ; De Vuyst et al., 2017 ;
Eyerich et al., 2019).

Comme les explants de peau, les cocktails de stimulation utilisés dans ces modéles
contiennent souvent les cytokines IL-4 et/ou IL-13. En effet, ces deux cytokines Th2 sont
retrouvées dans la DA et permettent la reproduction in vitro a la fois de la sécrétion de TSLP et
du défaut de barriere, par diminution de I’expression des marqueurs de différenciation,
observation d’une hyperplasie épidermique et accroissement de la perméabilité (Danso et al.,
2014 ; Kamsteeg et al., 2011). La construction de modele avec des cellules de patients est
possible pour étudier la réponse des kératinocytes a des stimuli. Comme ’ont fait Bernard M.
et al. avec des kératinocytes DA stimulés par IL1f pour libérer de la TSLP (Bernard et al.,
2017). On peut probablement reprocher a ces modeles de provoquer des symptdmes de DA
avec des facteurs déja présents dans la peau Iésionnelle des malades et non pas en essayant
d’induire leur expression.

La peau de patient DA se caractérise par un défaut de barri¢re. Le role de la FLG dans
ce symptome est crucial, mais de maniere surprenante, ce défaut est présent méme en non
lésionnel et indépendamment du statut génétique de la FLG (Chapitre I1, 4.2). La construction
de mod¢les avec des cellules modifiées génétiquement, notamment avec des kératinocytes
déficients en FLG, par transfection de small interfering RNA (siRNA) ou small hairpin RNA
(shRNA), a été tres largement utilisée dans la littérature. Dans ces modéles, 1’évaluation de la
qualit¢ de barriere s’effectue par analyse de la structure épidermique (présence des strates,
épaisseur, expression des marqueurs de différenciation type K1, K10, LOR, INV) et par étude
de la perméabilité (lucifer yellow, TEWL). Les résultats sont controversés : une augmentation
de la perméabilité est décrite dans certaines publications (Pendaries et al., 2014 ; Kiichler et

al., 2011), mais pas dans d’autres (van Drongelen et al., 2013) ou bien elle est constatée sans
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altération de I’épiderme (Mildner et al., 2010). Cette variabilité s’explique peut-étre par
différents protocoles de fabrication et diverses techniques de silencing (Niehues et al., 2017).
De plus, aucun de ces modeles n’est développé avec des kératinocytes FLG-/- ou +/-. Ils sont
en effet congus avec des cellules transfectées et donc avec une diminution incompléte (de 70%
a 90%) de la FLG. Seuls des modéles avec des kératinocytes d’ichtyose vulgaire (FLG -/-)
permettent une absence totale d’expression de la protéine. Cependant, encore une fois, les
résultats sont variables selon les études. Sur ce principe, des HEE ont été fait par Niehues H. et
al. (Niehues et al., 2017) qui ne retrouvent aucune différence en termes de développement de
I’épiderme (morphologie, stratification) et perméabilité ({ucifer yellow et TEWL). L’équipe de
Dubrac S. (Blunder et al., 2017) a utilisé a la fois des kératinocytes de patients IV (FLG-/-),
DA (FLG+/+) et DA hétérozygote (FLG+/-) pour construire des HEE comparés a des controles
sains. Dans les modéles malades, ils ont observé une altération de la structure de la couche
cornée (altération de la composition lipidique, notamment dans la structure des corps
lamellaires) et ce indépendamment du statut FLG du patient. Aucune différence n’est faite pour
les marqueurs de différenciation comme la LOR et il n’y a pas d’augmentation du défaut de

barric¢re apres mesure a la lucifer yellow.

Dans la tendance actuelle, les modéles semblent évoluer par I’intégration de cellules
immunitaires et de neurones. En effet, le prurit est un symptéome important de la DA et la
peau atopique présente une hyperinnervation et une sensibilité accrue aux dangers. Ces modeles
peuvent se préter a I’étude des interactions entre les neurones, les cellules immunitaires ou avec
les cellules de I’environnement (fibroblastes, kératinocytes). Gschwandtner M. et al.
(Gschwandtner et al., 2013) ont cultivé des HSE en présence d’histamine. Cette équipe observe
une diminution de I’expression des marqueurs de différenciation et un défaut barricre si
I’histamine est ajoutée pendant les 7 jours de formation de 1’épiderme. Si le modele est
entierement construit puis stimulé 3 jours avec 1’histamine, aucune différence n’est constatée.
Roggenkamp D. et al. (Roggenkamp et al., 2012) ont établi un modele de HSE avec des
neurones de DRGs porcin associés a des fibroblastes et kératinocytes DA. Dans ce modele, la
densité des neurones est plus élevée que dans le contrdle avec des cellules saines. De plus, la
production de CGRP y est plus importante. Enfin, I’épiderme est également plus épais. Ces
modeles suggérent donc I’influence des neurones et des neuropeptides sur la croissance de
I’épiderme, et inversement I’influence des kératinocytes et fibroblastes sur la croissance

neuronale.
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L’équipe de Berthod F. (Laboratoire d’organogénése expérimentale, LOEX, Québec,
Canada) est parvenue a produire un modele de peau reconstruite regroupant des kératinocytes,
des fibroblastes, des cellules endothéliales et des neurones sensoriels (Blais et al., 2014). Méme
s’il a pour vocation d’étre entierement humain, avec la mise en place récente de neurones
humains dérivés de cellules souches pluripotentes induites (/nduced pluripotent stem cells, iPS),
celui-ci a été initialement mis au point avec des DRGs de souris BALB/c. Nous avons pu
collaborer avec cette équipe pour renforcer leur modele en y ajoutant des cellules immunitaires
dérivées de monocytes. Un objectif important de cette theése est d’élaborer un modéle in vitro
de DA en utilisant ce protocole de peau reconstruite, associant pour la premiére fois un nombre
important de types cellulaires différents. Nous avons fait le choix de nous focaliser dans un
premier temps sur la reproduction des phases initiales de DA, comme la libération de TSLP et
la réponse Th2. Apres étude de la littérature, nous avons sélectionné différents inducteurs
connus de TSLP (Matériel et méthodes Partie B, 4.1) pour stimuler notre mod¢le. Parmi ceux-
ci, la vitamine D3 a particuliérement attiré notre attention. En effet, chez la souris, elle est
capable a elle seule d’induire une DA (Li et al., 2006). Nous nous sommes rendu compte que
chez I’homme, les effets de la vitamine D3 sur la peau sont plus controversés, et ce malgré sa
place centrale dans notre santé, avec sa synthése quotidienne via les rayonnements et son
utilisation fréquente en clinique. C’est pourquoi, en paralléle de la construction du modele de
DA, nous avons décidé d’éclaircir ’influence de la vitamine D3 sur la peau et le systéme

immunitaire : ce qui est connu, ce qui est débattu et ce qui reste a découvrir.
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Chapitre IV. La vitamine D3

La vitamine D est venue au centre de I’attention dans de nombreuses publications ces
dernieres années. En effet, bien plus qu’une hormone connue pour son rdle dans le métabolisme
phosphocalcique, elle prétend gérer des fonctions bien plus étendues, comme sur le systéme
cardiovasculaire, sur les muscles, mais également sur le systéeme immunitaire. Identifier et
comprendre I’ensemble de ces effets a été, depuis sa découverte il y a une centaine d’années,

un véritable enjeu scientifique.

1. Découverte

Apres avoir déja contribué a I’identification de la vitamine A et de la vitamine B, Elmer
Verner McCollum (1879-1967), célebre biochimiste américain, établit en 1922 un premier lien
entre le régime alimentaire et le développement du rachitisme chez le rat. Il s’apergoit, apres
avoir testé un trés grand nombre de programmes nutritionnel, que la prise d’huile de foie de
morue par les animaux améliore leur état de santé, et ce encore plus efficacement avec une
exposition au soleil. Il en conclut la présence bénéfique d’un facteur liposoluble qu’il baptise
vitamine D, faisant suite aux vitamines A, B et C découvertes un peu plus tot. Des observations
similaires furent également remarquées chez de jeunes enfants atteints de rachitisme. Ces
travaux, une fois publiés, ont permis a un futur prix Nobel allemand, le chimiste Adolf Windaus
(1876-1959) de caractériser cette substance. Il parvient en effet a I’isoler en 1932 sous sa forme
d’origine végétale, la vitamine D> (ergocalciférol) et sous sa forme d’origine animale, la

vitamine D; (cholecalciférol) en 1936.

La vitamine D fut rapidement redéfinie non pas comme une simple vitamine, mais
comme une prohormone avec un apport alimentaire minoritaire et une synthese élevée dans la
peau (vitamine D3 uniquement). Les publications dans les années 1960-1970 furent consacrées
a I’étude de ses précurseurs dérivés du cholestérol et métabolites actifs, comme le calcitriol. La
vitamine D> ne pouvant pas €tre produite par I’homme et I’apport alimentaire étant mineur, elle

ne sera plus abordée dans les paragraphes suivants (DeLuca et al., 2014 ; Bikle et al., 2000).

2. Production

La synthése de la vitamine D3 dans la peau est initiée par I’action des rayonnements
UVB du soleil (longueur d’onde comprise entre 280 et 320nm) sur son précurseur, le 7-

déhydrocholestérol (7-DHC), qui sera converti en pré-vitamine D3 par ouverture du cycle B des

59



Introduction

stérols (liaison C9-C10) (Figure 9, page 62). Ceci explique sa classification en tant que
sécostéroide, indiquant que 1’un de ses cycles est « cassé ». La pré-vitamine D3 suit alors un
réarrangement conformationnel thermo-induit pour donner la vitamine Ds. Sa production
dépend a la fois de la durée et de I’intensité d’exposition au soleil. Si celle-ci est trop courte ou
a Dinverse trop longue, plusieurs systemes de protection existent. Premicrement,
I’isomérisation de la pré-vitamine D3 en vitamine D3 est un processus lent, une exposition
lumineuse méme breve suffit. De plus, elle s’accompagne par la génération de métabolites
inactifs, le tachystérol et le lumistérol, rétroconvertibles en pré-vitamine D3 et servant de
réservoir en cas d’ajustement nécessaire. Si I’exposition est prolongée, la conversion de la pré-
vitamine D3 en vitamine Dj; atteint un niveau maximum, mais la production en métabolites
inactifs sera plus importante. La pigmentation de la peau peut aussi interférer dans ce
mécanisme. En effet, la mélanine, induite par les UV, en absorbant les rayonnements peut
réduire I’efficacité de la synthese de vitamine D3, ce qui explique les différences géographiques

en vitamine D3 sérique (Christakos et al., 2011 ; DeLuca et al., 2014 ; Bikle et al., 2000).

3. Métabolisme

La vitamine D3 elle-méme n’est pas biologiquement active. En effet, deux étapes
d’hydroxylation sont nécessaires. Elles sont réalisées en dehors de la peau grace a son transport
dans le sang par la protéine de liaison a la vitamine D (Vitamin D binding protein, VDBP).
Dans le foie, elle sera hydroxylée en position C25 par une enzyme a activité vitamine D-25-
hydroxylase (25-OHase) en 25-hydroxyvitamine D3 (25(OH)Ds). Plusieurs enzymes
mitochondriales et microsomales du cytochrome P-450 (CYP), incluant CYP2R1, CYP27A1
et CYP2D25, sont suggérées comme candidates dans ce processus (Cheng et al., 2004). Le
dérivé formé, aussi nommé calcidiol, forme circulante principale de la vitamine D3, est
fréquemment dosé dans le sang pour définir le statut en vitamine D3 d’un patient. La seconde
¢tape de métabolisation de la vitamine D3 est réalisée par I’enzyme mitochondriale
principalement rénale CYP27B1, dont I’expression est contrdlée par la parathormone, a activité
25(OH)D-1-OHase, résultant en 1’ajout d’une fonction -OH en C1 sur le cycle A du stérol. Il se
crée ainsi le calcitriol, ou 1,25 dihydroxyvitamine D3 (1,25(OH)2 Ds), forme biologiquement
active de la vitamine D3. La présence d’une mutation délétant le gene CYP27B1 conduit a un
rachitisme vitamine D3-dépendant, ce qui confirme son rdle crucial dans le métabolisme de la
vitamine D3 (Kitanaka et al., 1998). 11 est a noter que d’autres cellules, comme les kératinocytes

et certaines cellules immunitaires (DCs, macrophages) possedent aussi cette activité
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enzymatique, bien que minime, et sont donc capables de métaboliser la forme active de vitamine
D3 pour influencer localement les réponses immunitaires (Sigmundsdottir et al., 2007). La
dégradation du calcitriol ou du calcidiol en dérivés inactifs est effectuée par 1’enzyme
CYP24A1, a activit¢ 24-hydroxylase, ce qui fournit un mécanisme de protection

supplémentaire quand la concentration sérique en vitamine D3 circulante est trop importante.

4. Le récepteur a la vitamine D3

Le récepteur principal au calcitriol, le Vitamin D receptor (VDR), est un facteur de
transcription membre de la famille des récepteurs hormonaux nucléaires. Sa présence est trés
répandue dans différents organes, dont les cellules de la peau. Le VDR se lie au calcitriol dans
le cytosol puis se transloque dans le noyau, il va ensuite s’hétérodimériser avec son unique
corécepteur, le récepteur nucléaire X des rétinoides (RXR). Ce complexe rejoint le promoteur
de ses séquences d’ADN cibles, aussi nommés ¢léments de réponse a la vitamine D (Vitamin
D Response Elements, VDRE) (Pike et al., 2014). L’activité transcriptionnelle du complexe
VDR/RXR est, comme de nombreux récepteurs nucléaires, sous le controle de coactivateurs et
de corépresseurs. L’association avec le RXR a été¢ démontrée comme améliorant I’affinité pour
les séquences cibles VDRE. Elle serait aussi responsable d’un maintien possible du VDR dans
le noyau en I’absence de ligand. La fixation du ligand du RXR, I’acide rétinoique 9 cis, présente
des effets controversés sur la transcription des genes cibles de la vitamine D3 (Priifer et al.,

2000).

La forme active de la vitamine D3 exerce ¢galement des effets biologiques rapides,
indépendamment de son récepteur nucléaire, on parle de mécanisme non génomique. Elle agit
selon un récepteur membranaire cavéolaire, présent dans de nombreux types cellulaires comme
les fibroblastes, ostéoclastes et cellules épithéliales. L’ensemble des cibles déja référencées et
des voies intracellulaires connues ont été résumées dans la publication de Mizwicki MT. et al.
(Mizwicki et al., 2009). Les premicres hypothéses de mécanismes induits par un récepteur
membranaire ont €té faites suite a I’observation d'effets trop rapides pour impliquer une action
génomique. L’un des premiers exemples découvert, appelé transcaltachie, correspond au
transport par les cellules intestinales du calcium dans un délai trés bref de quelques minutes
(Nemere et al., 1984). La structure particuliere du calcitriol (1,25(0OH)2 D3), ouverte sur son
cycle stérol B, lui confére une conformation flexible, sujette aux rotations (forme 6-s-trans ou
6-s-cis) ce qui déterminerait la préférence pour le VDR génomique ou membranaire

respectivement (Norman et al., 1997).
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Figure 9 : Production, métabolisation et mécanisme d’action génomique de la vitamine
D3. La synthése de vitamine D3 s’effectue dans I’épiderme par les kératinocytes. Elle est initiée a partir
d’un dérivé du cholestérol, le 7-déhydrocholestérol. Les rayonnements UVB du soleil, par ouverture du
noyau stérol, forment la pré-vitamine D3, qui par un mécanisme thermo-induit est convertie en vitamine
Ds, encore inactive. Une irradiation continue conduit en paralléle a la synthése de lumistérol et de
tachystérol, réversibles. L activation finale de la vitamine D3 nécessite deux étapes d’hydroxylation par
CYP27A1 et CYP27B1, respectivement dans le foie et le rein, afin de créer le calcitriol, transporté dans
le sang par le VDBP. Sur ses cellules cibles, la vitamine D3 se lie majoritairement a son récepteur
nucléaire, le VDR, qui aprés translocation et hétérodimérisation avec le RXR lie des séquences types
VDRE en amont de la région codante cible. En cas d’exces, une nouvelle hydroxylation du calcitriol

sera effectuée par CYP24 A1 et suivie d’une ¢limination dans les urines. //lustration réalisée avec I’aide
de Jeon et al., 2018 ; DeLuca et al., 2014.

5. Activités biologiques

La vitamine D3 est une hormone bien connue pour ses effets sur le métabolisme du
calcium. Elle présente une activité hypercalcémiante par augmentation de 1’absorption

intestinale et rénale du calcium et par sa mobilisation au niveau des os.
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5.1 Métabolisme calcique
5.1.1 Intestin / Reins

La paroi cellulaire de I’intestin est formée par des cellules épithéliales spécialisées, les
entérocytes, collés entre eux a leur pdle apical par des jonctions serrées. Le passage du calcium
provenant de I’alimentation entre deux cellules épithéliales s’effectue par un mécanisme passif
paracellulaire, selon un gradient électrochimique qui intervient quand les apports calciques
alimentaires sont importants. La vitamine D3 peut faciliter ce mécanisme en augmentant
I’expression des claudines 2 et 12, protéines transmembranaires des jonctions serrées, qui aident
au transport calcique. Cet effet a ét¢ démontré sur des Caco-2, lignée tumorale humaine
d'origine intestinale, isolées d'un adénocarcinome colique (Fujita et al., 2008). A ’inverse, le
mode d’absorption actif transcellulaire se met en place quand les apports alimentaires en
calcium sont faibles. Ce mode fait intervenir 3 étapes régulées par le calcitriol (Christakos et
al., 2011) : 1) une entrée de calcium par le coté apical de I’entérocyte par l'intermédiaire du
canal calcique TRPV6, 2) sa diffusion dans la cellule li¢ée a la calbindin-D9k, 3) sa sortie
basolatérale vers la circulation par le transporteur intestinal Plasma membrane calcium ATPase
1b (PMCA1D) selon un mécanisme actif. La vitamine D3 est capable de réguler ces étapes avec
ses effets génomiques par augmentation de I’expression des génes codants pour TRPV6, la

calbindin-D9k et PMCA1Db (étude chez la souris : Van Cromphaut et al., 2001).

Le calcium circulant dans le sang et non redistribué va converger vers les reins. Le sang
y sera filtré par le glomérule rénal, mais la majorité du calcium sera réabsorbé par le tubule
proximal et distal. Seulement 1 a 2% du calcium filtré se retrouve dans I’urine. La réabsorption
dans le tubule proximal (environ de 70%) est paracellulaire et passive, suivant un gradient de
sodium, alors que celle dans le tubule distal implique un mécanisme transcellulaire actif
similaire a celui observé dans I’intestin et toujours régulé par la vitamine D3 (Blaine et al.,

2015 ; Christakos et al., 2016).

5.1.2 Les os

Les os étant le principal réservoir de calcium dans le corps, I’influence de la vitamine
D3 sur le développement et le maintien de la masse osseuse a été rapidement définie comme
cruciale. Sa fonction bénéfique pour les os passe par ses effets hypercalcémiants, via
I’augmentation de 1’absorption intestinale et de la réabsorption rénale du calcium, disponible
pour la calcification des os. Ainsi, de nombreuses études épidémiologiques ont démontré

qu'une déficience en vitamine D3, définie comme une concentration sérique en calcidiol
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inférieure a 20ng/mL (Ross et al., 2011), est associée a une faible densité minérale osseuse et a
un risque accru de fractures. Ce sont les signes du rachitisme chez 1’enfant et de I’ostéomalacie
chez l’adulte (Bischoff-Ferrari et al., 2004 ; Cauley et al., 2008). Cette déficience peut se
produire par insuffisance d’apports (carence alimentaire, défaut d’exposition au soleil) ou
défaut de production (mutation des enzymes responsables de la formation de ses métabolites
actifs). La question de I'utilité clinique d’un dosage sérique en vitamine D3 a donc été soulevée
et son intérét démontré chez des populations a risque de carence, notamment les personnes
agées susceptibles aux fractures et les habitants de zones géographiques a exposition solaire
faible.

Ces effets indirects sont complétés par I’observation d’un effet direct de la vitamine D3
sur les os. En effet, le VDR est exprimé par les ostéoblastes et ostéoclastes, qui synthétisent
aussi le CYP27B1, enzyme nécessaire pour donner le métabolite actif de la vitamine Ds. Or,
I’intégrité structurelle des os repose sur un équilibre entre formation osseuse par les ostéoblastes
et résorption osseuse par les ostéoclastes. Cette balance est dépendante de la calcémie. En cas
de déséquilibre, le calcium des os est redistribué dans la circulation grace a la vitamine D3, sous
controle de la parathormone. L’activation du VDR dans les ostéoblastes exerce un effet sur
I’expression du geéne codant pour le receptor activator of nuclear factor (NF)-kB ligand
(RANKL), a activité ostéoclastogénique. La liaison du RANKL a son récepteur RANK, présent
sur les précurseurs des ostéoclastes, augmente leur action et ainsi la libération de calcium par

les os (Takeda et al., 1999).

5.2 Effets extracalciques

La vitamine D3 joue un réle important dans la peau. Les kératinocytes, capables de
synthétiser la vitamine D3 a partir de son précurseur, le 7-DHC, sont aussi équipés de 1’entic¢re
machinerie enzymatique (CYP27A1 et CYP27B1) nécessaire a sa métabolisation en forme
active. Comme ils expriment le VDR, ils sont également répondeurs a ses métabolites actifs de
manicre autocrine et paracrine. Cette production locale de vitamine D3 influence également les
cellules immunitaires de la peau, directement ou indirectement grace a des médiateurs libérés

par les kératinocytes, comme la TSLP (Sigmundsdottir et al., 2007).

5.2.1 La peau
a) Prolifération et différenciation des kératinocytes

In vitro, la vitamine D3 posseéde des effets dose-dépendants sur la culture de

kératinocytes humains. A une concentration inférieure a 1nM le calcitriol induit la prolifération,
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alors qu’a une concentration supérieure a 10nM elle 1’inhibe et induit la différenciation (1tin et
al., 1994). Ces données ont permis le développement et la mise sur le marché d’analogues
synthétiques de la vitamine D3 a activité hypercalcémiante limitée, comme le calcipotriol
(MC903, Daivonex®). Ils sont utilisés a des fins thérapeutiques dans le psoriasis, dont les
malades se caractérisent par une hyperprolifération des kératinocytes et un défaut de

différenciation.

Les ¢études in vivo chez ces patients montrent qu’apres plusieurs jours d’application de
calcipotriol ou de calcitriol sous forme de créme (Reichrath et al, 1997), 1’analyse
immunohistochimique de marqueurs de prolifération (Proliferating cell nuclear antigen,
PCNA ; Ki67) et de différenciation (INV, K10, FLG) provoque un retour a la normale en
comparaison avec des controles sains. L’ effet antiprolifératif de la vitamine D3 est encore mal
connu, mais il pourrait s’expliquer par une diminution de I’expression de c-myc (Matsumoto et
al., 1990), facteur de transcription impliqué dans le contrdle du cycle cellulaire, et par
’augmentation d’inhibiteurs de ce cycle (p21°P et p275P) (Liu et al., 1996). La stimulation de
la différenciation par la vitamine D3 est en lien avec la concentration de calcium. En effet,
comme la vitamine D3 facilite son entrée dans la cellule, il pourra induire de nombreux
changements dans le kératinocyte par accroissement du contact intercellulaire, induction de
I’expression de marqueurs de différenciation et réarrangement des filaments d’actine (Bikle et

al., 2013).

b) Role antimicrobien et fonction de barriére

La synthése de peptides antimicrobiens (AMPs) par la peau constitue I'un des
premiers mécanismes de défense contre les pathogénes. Comme discuté (Chapitre I, 4.2.4 b),
les patients atteints de DA présentent une expression plus importante des AMPs.

En cas de lésions ou d’infections, la production des peptides antimicrobiens est
augmentée. L un des mécanismes régulant cette expression est dépendant de la vitamine D3. En
effet, les principaux représentants des AMPs, les cathélicidines et f-défensines, en sont des
cibles transcriptionnelles directes. La présence de séquences VDRE sur le promoteur des genes
responsables de leur synthése explique I’augmentation de 1I’expression de ces peptides observée
apres traitement par le calcitriol sur des cellules humaines in vitro (Wang et al., 2004) et in vivo
chez ’homme (Heilborn et al., 2010). Un processus similaire intervient de maniére naturelle
apres une Iésion tissulaire.

De plus, la vitamine D3 pourrait aussi moduler positivement la capacité de barriere. La

souris VDR KO présente une diminution de 1’expression de certains marqueurs de
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différenciation (INV, LOR, pro-FLG) (Xie et al., 2002). Le traitement topique d’une souris
BALB/c par un agoniste VDR sur une courte durée induit une augmentation de I’expression de
ces mémes marqueurs (Hartmann et al., 2012). On peut aussi imaginer une influence indirecte

via le systéme immunitaire.

5.2.2 Vitamine D3 et immunité
a) Kératinocytes

Les kératinocytes peuvent contribuer a 1’¢laboration d’un signal d’alarme pour le
systéeme immunitaire apres perception d’un danger (rupture de barricre, infection, irritation).
Cette aide se traduit par la libération de cytokines capables d’influencer la réponse immunitaire.
TSLP par exemple, par action sur les cellules dendritiques, conduit a une orientation Th2. Ce
mécanisme est caractéristique de la réponse allergique de I’asthme et de la DA (Soumelis et al.,
2002).

Une application locale de 4nM de calcipotriol en créme sur l’oreille d’une souris
pendant 4 jours induit une production de TSLP (ARNm et protéine). Sur 16 jours, des
symptomes de DA, comme la rougeur et le prurit, apparaissent (Li et al., 2006).

Des études ont tenté de reproduire des résultats similaires chez ’homme. Premiérement,
sur une lignée de cellules épithéliales bronchiques (16HBE), de la TSLP est observée apres 1h
de stimulation avec 10nM de calcitriol. La distinction par PCR des deux isoformes sfTSLP et
IfTSLP a montré leur présence dans des proportions équivalentes, mais uniquement
significative avec le SfTSLP (Dong et al., 2016). Ces données furent retrouvées sur des cultures
2D de kératinocytes primaires (Xie et al., 2012) ou de la lignée HaCat (Fornasa et al., 2015)
(ARNm seulement, pas de TSLP détecté en ELISA). Landheer J. et al. (Landheer et al., 2015)
n’ont pas confirmé ces résultats ni observé de production de TSLP sur des explants de peau
saine et DA, aprées traitement avec 100nM de calcipotriol ou application de calcitriol en créme.
Pour I’application topique, on peut noter que la créme a été déposée seulement pendant 30
minutes a 37°C avant de remettre en culture I’explant pendant 1 a 3 jours sans vitamine Ds.
Dans une autre étude, cette fois sur des patients atteints de psoriasis, un traitement combiné par
la vitamine D3 et un stéroide topique de 1 mois a 1 an induit une production locale de TSLP
(Sato-Deguchi et al., 2012). Toutefois, la concomitance de ces deux traitements ne permet pas
de conclure a un effet spécifique de la vitamine Ds. En effet, les corticostéroides peuvent réduire
la production de TSLP (Surjit et al., 2011). De plus, il a été plus récemment démontré que la
TSLP est aussi exprimée dans le psoriasis non traité et contribue a la physiopathologie de la

maladie par induction de I’'IL-23 (Volpe et al., 2014).
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b) Monocytes / Macrophages

Les macrophages sont des cellules immunitaires résidentes a forte capacité
phagocytaire, constituant I’une des premicres lignes de défense contre les pathogenes. Cette
propriété leur confére un véritable role de cellules « éboueurs » suite a la détection d’une
perturbation de I’intégrité tissulaire, de type dommage ou infection. Ils interviennent ainsi dans
la clairance des cellules mortes et débris associés, mais éliminent aussi directement des
pathogénes identifiés par des PRR. En cas d’inflammation, des monocytes CD14+ sanguins
circulants peuvent étre recrutés sur place et générer des macrophages. L’influence de la
vitamine Ds sur ce processus a €t€ mise en évidence (Xu et al., 1993) et son effet décrit comme
stimulant la différenciation de précurseurs monocytaires en macrophages matures a capacité
phagocytaire accentuée.

Les macrophages possédent en outre une activité¢ de CPA. La vitamine D3 peut réduire
I’expression des marqueurs de surface et molécules de costimulation HLA-DR, CD80 et CD86
(Xu et al., 1993), ayant pour conséquence d'altérer leur capacité a stimuler des lymphocytes T.
De plus, la vitamine D3 module le panel de cytokines exprimées par les macrophages et
monocytes, en réduisant I’expression de cytokines pro-inflammatoires IL1J3, IL-6, IL-12 et
TNFa (Zhang et al., 2013 ; Neve et al., 2014 ; Almerighi et al., 2009). Ces observations peuvent
amener a conclure a un effet de la vitamine D3 sur les macrophages comme aidant a la

prévention des infections et limitant une inflammation excessive.

¢) Cellules dendritiques

Les DCs, qui forment un réseau performant de CPA, sont également sensibles a la
vitamine Ds et expriment le VDR (Brennan et al., 1987). La vie d’une cellule dendritique se
sépare en deux étapes distinctes sur un plan phénotypique et fonctionnel. Les DCs ont un stade
immature ou elles seront trés actives en termes de capture des antigénes et d’apprétement par
le CMH. Elles ont aussi un stade mature, induit par des signaux de dangers, ou elles diminuent
leur capacité de capture d’antigéne et migrent vers les OLS afin de remplir leur fonction de

présentatrices d’antigenes.

De nombreuses études ont été¢ menées sur des cellules dendritiques dérivées in vitro a
partir de monocytes (MonoDCs), obtenues apres 5 jours de traitement avec de I’[L-4 et du GM-
CSF. L’exposition a la vitamine D3 pendant ce processus promeut la conservation d’un

phénotype immature par diminution de I’expression des CMH et des molécules de
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costimulation CD80, CD86 ainsi qu’une baisse du CDla et une augmentation du marqueur
monocytaire / macrophagique CD14 (Berer et al., 2000 ; Piemonti et al., 2000 ; Sommer et al.,
2015). L’expression de cytokines est aussi affectée, IL-12 est diminuée alors qu’IL-10 et TNF-
a sont accrues. Avec ce protocole, la vitamine D3 génére des DCs dites tolérogéniques,
réduisant la prolifération des LT, diminuant la polarisation en Th1 et induisant des Tregs (van

der Aar et al., 2011).

L’influence de la vitamine D3 sur d’autres types de DCs d¢ja différenciées, comme les
DCs sanguines (my¢loides et plasmacytoides) est un peu moins représentée dans la littérature.
Penna G. (Penna et al., 2007) apres stimulation de 24-48h a montré une expression diminuée
de HLA-DR, CD80 et CD86 sur les DCs my¢éloides humaines. De plus, la vitamine D3 peut
augmenter leur production de CCL22/MDC (Penna et al., 2007), chimiokine qui peut recruter
préférentiellement des Th2 et Tregs exprimant le CCR4 (Imai et al., 1999 ; lellem et al., 2001).
Les DCs my¢loides stimulées par la vitamine D3 sont capables de réduire 1’orientation Thl en
diminuant 1’TL-12 et d’induire aussi des Tregs. A I’inverse, les DCs plasmacytoides non pas
montrées de réponse (Penna et al., 2007). Chez la souris, la stimulation des DCs spléniques

induit quant a elle directement une orientation Th2 (Boonstra et al., 2001).

L’équipe de Esther C. de Jong (van der Aar et al., 2011 ; Bakdash et al., 2013) s’est
intéressée a travers deux publications aux DCs de la peau. Dans la premicre de ces
publications, 1’équipe a travaillé avec des DCs et LCs isolées apres digestion d’explants puis
stimulées 48 heures avec la vitamine Ds3. Dans la seconde, la vitamine D3 est injectée en
intradermique sur des explants de peau humaine in vitro. Dans ces deux papiers, la vitamine D3
réduit sur toutes les DCs I’accroissement de 1’expression de CD83 et CD86 induite par
différents cocktails de maturation (IL1p et TNFa pour Van der Aar et al. ; LPS pour Bakdash
et al.). De plus, la synthése d’IL-10 est accentuée. L analyse des cellules migrantes en dehors
de I’explant a révélé une augmentation du pourcentage et du nombre de DCs CD14+, interprétée
comme une migration accrue de cette sous-population. D’un point de vue fonctionnel, les
auteurs ont choisi d’étudier I’influence de la vitamine Ds sur la capacité de ces LCs et DCs
matures (maturation obtenue avec les cocktails précédemment décrits) a orienter des LT. Ils
observent ainsi des Tregs FoxP3+ pour les LCs et des Tregs IL-10+ pour les DCs, avec une

diminution de la production d’IFNy et pas de différence en IL-4.
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Il est aussi important de prendre en compte que les DCs, tout comme les monocytes et
macrophages, sont capables de générer I’enzyme CYP27B1 sous le contrdle de signaux
inflammatoires (IFNy, TLR2). CYP27B1 est responsable de la conversion du calcidiol
(25(OH)D3) en calcitriol (1,25(0OH)2Ds), permettant a la cellule une synthése locale de vitamine
D; biologiquement active et disponible pour agir sur les cellules environnantes et la DC elle-

méme (Adams et al., 2015).

d) Lymphocytes T

Comme décrit dans les paragraphes précédents, la vitamine D3 est capable de moduler
le comportement des LT de maniére indirecte via une influence sur le phénotype et la fonction
des CPA. Cependant, la présence du VDR dans les cellules T activées indique qu’elles sont

aussi une cible potentielle directe de la vitamine Ds.

L’expression du VDR sur les LT CD4+ humains isolés du sang est plus faible que sur
les CD8+. Les cellules T non activées expriment peu le VDR, néanmoins 1’exposition a des
signaux d’activation comme la combinaison Phorbol myristate acétate (PMA) et ionomycine
(Veldman et al., 2000), la phytohémagglutinine (Provvedini et al., 1989) ou les anticorps
agonistes anti-CD3/CD28 (Baeke et al., 2010) induit une augmentation de I’expression du VDR
et des enzymes métabolisant la vitamine D3, accentuant donc leur susceptibilité. Ces études
suggerent la nécessité pour un LT d’étre préalablement activé pour répondre directement a la

vitamine Ds.

Chez la souris, Boonstra A. et al. ont démontré, apres culture de LT avec des anticorps
agonistes anti-CD3/CD28 et en présence de vitamine D3 une augmentation de cellules
productrices d’IL-4, IL-5 et d’IL-10, mais avec moins d’IFNy. Ces LT présentent
majoritairement une signature Th2 exprimant le facteur de transcription GATA-3. Toujours
d’apres cette étude, le blocage de I’IL-4 annule cet effet (Boonstra et al., 2001). Selon un
protocole similaire, la vitamine D3 semble également inhiber la différenciation en Th17 (Palmer
etal., 2011). Staecva-Vieira TP. et al. n’arrivent pas a retrouver de libération d’IL-4 et observent
méme une réduction apres prétraitement des T naifs dans un milieu pré conditionné Th2 avec

de I’IL-4 et de I’anti-IL-12 (Staeva-Vieira et al., 2002).
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Chez I’homme, la vitamine D3 présente la capacit¢é de moduler directement la
prolifération de lymphocytes T préactivés, par diminution de la production d’IL-2 sur des T
totaux CD4+ et CD8+ isolés du sang (Rigby et al., 1987). Méme si d’apres Jetfery LE. et al.,
travaillant uniquement sur les CD4+ totaux, si I’[L-2 est bien réduite, elle n'affecte pas la
prolifération. Borgogni E. et al. ont démontré par ELISA, également sur les CD4+ totaux, une
augmentation d’IL-4 et d’IL-5 ainsi qu’une baisse d’IFNy et de TNFa (Borgogni et al., 2008).
Jeffery LE. et al. concluent a une augmentation d’IL-10 et FoxP3 et a la réduction d’IFNy et
IL-17 (Jeffery et al., 2009). Sur des CD4+ naifs cette fois, Franck J. Barrat a démontré que la
vitamine D3 induit la synthése d’IL-10 et non d’IL-4, IL-5 et IFNy (Barrat et al., 2002).

Pour résumer, d’aprés 1’ensemble de ces publications, la vitamine D3 inhibe
indirectement via les DCs et directement sur les LT ’orientation Th1 (IFNy+) et Th17 (IL-17+)
et augmente celle en Tregs (FoxP3+ ou IL-10+). L’effet sur les Th2 (IL-4+) est quant a lui plus
controversé, a la fois chez la souris et ’homme. L’influence de la vitamine D3 sur I’immunité

(kératinocytes, DCs, macrophages) est schématisée page suivante (Figure 10).
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Figure 10 : Effets de la vitamine D3 sur le syst¢éme immunitaire. La vitamine D3 affecte avec
diversité les cellules de la peau : sur les kératinocytes elle réduit la prolifération, induit la différenciation
et contribue a la fonction de barricre ; si elle est ajoutée pendant le processus de différenciation de
monocytes en MonoDCs ou directement sur les DCs sanguines immatures elle va inhiber leur maturation
et la capacité d’apprétement antigénique. Que ce soit directement sur le T naif, ou indirectement via les
DCs, la vitamine D3 semble orienter vers une réponse Tregs avec inhibition des réponses Thl.

Comme présenté dans le Chapitre I1, la DA est une maladie caractérisée par un défaut
de barri¢re et une perturbation immunitaire a dominance Th2. Nous venons de voir que la
vitamine D3 a un effet sur I’'un comme sur I'autre. Deux questions évidentes sont donc
soulevées : peut-on faire un lien entre la vitamine D3 et la DA ? Est-elle bénéfique ou néfaste

dans cette maladie ?

6. Vitamine D3 et DA

De nombreuses études épidémiologiques sont réalisées chez 1’homme depuis plusieurs
années afin d’essayer d’établir un lien entre la concentration sérique en vitamine Ds et le
développement d’allergies, dont la DA, ainsi que les effets de la supplémentation en vitamine

Dj; sur ces symptomes (Kim et al., 2016 ; Huang et al., 2018).
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6.1 Lien entre DA et concentration sérique en vitamine D3

Une étude de cohorte réalisée sous forme de questionnaires sur deux groupes d’enfants
de 6-7 ans et 13-14 ans situés dans différentes zones géographiques (56 pays et 6 continents,
500 000 enfants) a mis en avant que ceux vivants dans des zones a hautes latitudes, sous-
exposés au soleil et donc moins producteurs de vitamine D3, ont aussi une plus forte prévalence
de DA, soulevant I’influence potentielle du climat dans le développement des allergies
(Weiland et al., 2004). C’est pourquoi plusieurs études a différents endroits du monde se sont
consacrées a comparer la concentration sérique en vitamine D3 entre malades et individus sains.
Parmi la bibliographie, les résultats sont variables et parfois contradictoires. Néanmoins, s’il
faut dégager une tendance générale, les données suggérent une concentration sérique en
vitamine Ds plus faible chez les enfants DA (entre 2-12 ans en moyenne) (Huang et al., 2018).
Des observations similaires ont été notées chez 1’adulte, mais de maniere non significative dans
ces études (Kim et al., 2016). De méme, un lien entre la sévérité de la maladie et une plus faible

concentration sérique en vitamine Ds est difficile a établir.

6.2 Supplémentation systémique

L’effet d’une supplémentation orale en vitamine D3 chez des patients DA a montré une
diminution des scores EASI ou SCORAD (Iran, Etats-Unis, Mongolie) sur des enfants et
adultes (Kim et al., 2016). Cependant, d’autres études (Suéde, Finlande) suggerent que plus la
supplémentation durant la premicre année de vie est importante, plus le risque de développer
une DA les années suivantes est grand (Hyppdnen et al., 2004 ; Bdck et al., 2009). Des études
complémentaires sur I’effet de I’alimentation maternelle pendant la grossesse ou 1’allaitement
sont également nécessaires. L’age a laquelle la vitamine D3 est donnée semble donc crucial et
pourrait expliquer ces différences, méme si la géographie est aussi a considérer.

La littérature décrit un lien entre la concentration sérique en vitamine D3 et la DA, et
évoque 1’amélioration des symptomes par 1’administration systémique de vitamine Ds.
Pourtant, les résultats de ces études épidémiologiques sont difficiles a interpréter. Il semble
encore une fois évident que la situation géographique, 1’age des patients et les critéres de
sélection des études sont a prendre en compte et compliquent 1’analyse de ces données. De plus,
il peut parfois avoir une variabilité entre les outils de mesure SCORAD et EASI. Ces effets font
suite a une administration systémique, mais existe-t-il des différences lors d’une application

locale ? La fréquence d’application, aigué ou chronique, a-t-elle une influence ?
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6.3 Supplémentation topique

In vivo, chez la souris, une application prolongée (1 a 2 semaines) et locale de vitamine
D3 sous forme de créme conduit a I’apparition de rougeurs et démangeaisons. Ce modele est
fréquemment utilisé dans la littérature pour induire une DA chez la souris (Moosbrugger-
Martinz et al., 2017).

Chez I’homme, la vitamine D3 n’est pas reconnue dans le traitement des 1€sions de DA.
Son utilité est limitée aux 1ésions psoriasiques en association avec des CTS. Dans la pratique,
la grande majorité des patients répondent bien a ce traitement, mais il en existe 1 a 10% chez
qui la vitamine D3 va aggraver les 1ésions (VIDAL 2019). Un rapport de cas (Turner et al., 2013)
a décrit I'histoire d'un enfant atteint de DA diagnostiqué a tort comme un psoriasis, chez qui la
vitamine D3 topique a considérablement accentu¢ les symptomes. De plus, on sait que son
application sur une peau, saine cette fois, peut entrainer des effets indésirables rares, mais
proches de la DA, comme des rougeurs, une irritation locale et des démangeaisons (VIDAL

2019).

En conclusion, la vitamine D3, issue d’une production endogeéne cutanée ou d’un apport
exogene systémique, est essentielle a notre organisme. Sa participation cruciale dans le
métabolisme calcique en est ’'une des explications principales. Cependant, la vitamine D3 gere
des fonctions bien plus étendues grace a I’expression partagée de son récepteur VDR par de
multiples types cellulaires. Son influence sur le systétme immunitaire, bien qu’au cceur de
nombreuses investigations, est encore controversée selon les études et plus particulierement au
niveau des DCs de la peau. Son utilité clinique dans le psoriasis est la preuve que la vitamine
D3 a un impact important sur ces cellules. Pour d’autres pathologies, comme la DA, il semble
exister une dichotomie entre les effets de sa supplémentation systémique et topique. Notre étude
va donc se consacrer a éclaircir la fonction de la vitamine D3 sur de la peau saine et a déterminer

si celle-ci peut étre utilisée, parmi d’autres inducteurs, pour modéliser la DA in vitro.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Cette thése a pour objectif de reproduire in vitro les mécanismes initiaux de la
pathogenése de la dermatite atopique. Afin d’y parvenir, nous disposons au laboratoire d’une
bonne connaissance des cultures d’explants de peau, ainsi que d’'un modé¢le de peau reconstruite
innovant, associant pour la premiere fois des kératinocytes, des fibroblastes, des cellules

endothéliales, des cellules immunitaires dérivées de monocytes et des neurones murins.

Dans cette introduction, nous avons revu la structure et les fonctions d’une peau normale
humaine (Chapitre I). Ces notions seront nécessaires pour caractériser notre modele de peau
reconstruite et en juger la fidélité. L intérét d’un tel modéle, par-dela la prouesse technologique
apportée par sa complexité cellulaire, est bien évidemment de le mettre a 1’usage de la
compréhension de nouveaux mécanismes relatifs a une maladie donnée. L apprentissage de la
physiopathologie de la DA (Chapitre II) nous a permis de croire en la pertinence de ce modele
pour reconstruire in vitro une peau atopique. Cette idée a déja été initiée dans la littérature
(Chapitre III), chaque auteur faisant le choix d’une caractéristique précise a reproduire (défaut
de barri¢re, inflammation ou prurit) mais rarement de toutes a la fois. Or, notre modele qui
présente les principales cellules impliquées dans ces mécanismes, en a la capacité. Dans la
pratique, avec ce projet ambitieux, il nous a fallu nous aussi faire un choix et poser les bonnes
questions. En effet, comment initier in vitro une DA ? Nous ne savons pas encore clairement si
le défaut de barriere est primaire ou secondaire, ni comment 1’inflammation ou les neurones y
participent. Devant le nombre de modeles 3D reproduisant uniquement le défaut de barriere,
nous avons voulu tirer profit de I’originalité du notre en nous intéressant a la production de
TSLP, afin d’en observer les conséquences sur les cellules immunitaires (réponse Th2 ?) ou les
neurones (signal d’activation du prurit ?). Nous avons décidé de ne pas directement ajouter la
TSLP dans le modéle, mais de 1’induire, comme c’est probablement le cas dans I’initiation de
la DA. Nous avons donc cherché dans la littérature un inducteur de TSLP et de réponses Th2
pouvant fonctionner dans notre modele. Chez la souris, la vitamine D3 répond a ces critéres.
Pourtant, chez I’homme, méme si elle tient une place importante dans la physiologie de la peau,
la vitamine D3 présente des effets plus controversés sur le systéme immunitaire (Chapitre IV).

C’est pourquoi nous avons tenté d’éclaircir ces mécanismes a 1’aide d’explants de peau
humaine et de MonoDCs en 2D. Nous avons décidé de regrouper ces résultats dans une
publication scientifique, actuellement en cours d’évaluation, qui sera intégrée et discutée dans

la Partie A de ce manuscrit. Ces résultats nous permettront é¢galement de savoir si le choix de
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la vitamine D3 est pertinent pour envisager une adaptation de notre modéele de peau reconstruite
en modele de DA (Partie B). Nous nous focaliserons dans un premier temps sur sa construction
générale. Puis, la vitamine D3 sera testée sur ce modele en comparaison avec plusieurs autres
inducteurs de TSLP choisis dans la littérature. Ils seront aussi évalués sur des cultures de
MonoDCs en 2D et sur des explants de peau compléte, afin de vérifier la concordance de ces
modeles. Nous discuterons enfin des difficultés rencontrées et des pistes intéressantes a suivre

pour aboutir dans un futur proche a une modélisation compléte des phases initiales de DA.
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PARTIE A : Impact de la supplémentation en vitamine D3 sur la peau

Dans cette premiere partie, nous allons vous présenter notre étude, soumise pour
publication, des effets de la vitamine D3 sur les réponses immunitaires initiées dans la peau
humaine. Nous nous sommes particulierement intéressés a la capacité de DCs d’explant, sous
influence directe de la vitamine D3 ou indirecte par libération de TSLP, a orienter des T CD4+
naifs. Ces résultats pourraient se révéler utiles pour déterminer si la vitamine D3 peut mimer in
vitro certaines caractéristiques initiales de la dermatite atopique. Ils représentent également une
avancée dans la compréhension des effets bénéfiques de la vitamine D3 topique dans la prise en

charge de certaines pathologies, comme le psoriasis.
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Abstract (249 words)

Background

Immune modulation by vitamin D3 through dendritic cells (DCs) remains controversial. Human
DCs exposed in vitro counteract type-1 T-helper (Th1) differentiation and induce regulatory T
cells. However, cutaneous application on mice promotes Th2-driven inflammation resembling
atopic dermatitis and relying on Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) from keratinocytes
and T-cell orientation by TSLP-stimulated skin DCs. We studied the effects of vitamin D3 in

human skin, focusing on TSLP production and the role of skin DCs in T-cell differentiation.

Methods
Human healthy skin explants were exposed in vitro to vitamin D3 analogs. Migrating DCs were
analyzed and TSLP quantified in the supernatant. Allogeneic naive CD4+ T cells were

cocultured with DCs to assess their proliferation and cytokine production.

Results

Vitamin D3 induced skin DCs to differentiate Th2 cells producing IL-4 and IL-13. Vitamin D3
triggered TSLP release in ~30% of skin explants, correlating with IL-13 detection in Th2 cells.
In these donors, blocking TSLP receptor during skin explant cultures abrogated IL-13
production, yet IL-4+ Th2 cells were unaffected. Among skin DCs emerged CD14+ cells that
had responded directly to vitamin D3 and differed from classical CD14+ dermal emigrants.
Vitamin D3-elicited CD14+ DCs sufficed to promote IL-4+ Th2 cells in a TSLP-independent

manner.

Conclusion

Vitamin D3, despite inducing TSLP in some donors, had a direct influence on skin DCs,
affecting their phenotype and ability to drive Th2 responses independently of TSLP. Our
findings pave the way towards in vitro systems that accurately model human cutaneous Th2

responses, notably involved in atopic dermatitis.

Keywords (5)
Atopic dermatitis, Dendritic cell, T helper 2, Thymic stromal lymphopoietin, Vitamin D3.
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Abbreviations

vitD3: Vitamin D3

cDCs: conventional dendritic cells

DCs: Dendritic cells

LCs: Langerhans cells

MLR: Mixed leukocyte reaction

MonoDCs: Monocyte-derived dendritic cells

Th: T helper

Treg: Regulatory T cell

TSLP: Thymic stromal lymphopoietin

TSLPR: Thymic stromal lymphopoietin receptor
VDR: Vitamin D receptor

CYP24A1: Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1
UVB: type B ultraviolet light

FCS: Fetal calf serum

FVD: Fixable Viability Dye

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
LPS: Lipopolysaccharide

PMA: Phorbol Myristoyl Acetate

CFSE: Carboxyfluorescein succidinyl ester

HPRT1: Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
SEM: Standard error of the mean

82



Brulefert A. et al

INTRODUCTION

Bioactive 1,25-dihydroxy-vitamin D3 (calcitriol) triggers nuclear translocation and
DNA binding of the vitamin D receptor (VDR), an ubiquitous transcription factor notably
involved in the regulation of calcium and phosphate storage'. In psoriasis, antiproliferative
effects of calcitriol on keratinocytes have been harnessed to counteract acanthosis.

Immunoregulatory functions of vitamin D3 (vitD3) are a consequence of modulated
gene expression in immune cells, in particular dendritic cells (DCs). Most studies have focused
on the influence of vitD3 during in vitro differentiation of monocytes into monocyte-derived
DCs (MonoDCs) with GM-CSF and IL-4?°. The resulting CDlalow CDI14high MonoDCs
displayed low levels of MHC class II, CD80 and CD86 upon maturation and produced anti-
inflammatory IL-10 rather than the type 1 T-helper (Thl)-driving cytokine IL-122°. Such
features likely explain why they showed a primarily tolerogenic influence, yielding poor T-cell
proliferation, limited Thl polarization and an increase in regulatory T cell (Treg)
differentiation® ",

Human skin harbors several subsets of DCs with distinct phenotypes and functions.
Danger signals trigger their maturation, which is required for migration to lymph nodes and T-
cell stimulation. The epidermis contains exclusively CD14- CD207+ Langerhans cells (LCs),
whereas CD14- dermal DCs comprise CD1c+ type 2 conventional DCs (¢cDC2) and a smaller
population of CD141+ ¢DC1%!°, Part of dermal CD14+ cells exhibit some motility and thus
can be harvested from skin explant cultures together with other DC subsets. However, they
strongly resemble sessile CD14+ macrophages and lack the chemokine receptor CCR7 that
allows ¢DCs and LCs to colocalize with naive T cells in lymph nodes'"*'>. When exposed to
maturation factors in the presence of vitD3, both dermal DCs and epidermal LCs promoted a
moderate increase in Treg differentiation’:!3,

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) is a proinflammatory soluble factor released
mainly by suprabasal keratinocytes'*!®>. The most commonly investigated form of TSLP is
undetectable in healthy human skin'®, although a shorter, alternatively-spliced TSLP variant

might be present!’

. Within atopic dermatitis lesions, a basal expression of TSLP can be found'®
and it can be induced in nonlesional skin by house dust mite extracts'®.

In the mouse, cutaneous application of the vitD3 analog calcipotriol (MC903) promotes
VDR-dependent TSLP expression as well as a Th2-driven inflammatory condition that mimicks
many features of atopic dermatitis'®. In both human and mouse models, TSLP stimulates DCs

to support the development of Th2 responses'®?%2!. Despite this, there have been reports of in
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vivo Treg induction reminiscent of experiments with human DCs?*%, Other discrepancies need
to be addressed, such as poor TSLP production from human keratinocytes of healthy or
nonlesional atopic skin upon stimulation with vitD3'8, whereas calcitriol ointment has recently
been shown to induce TSLP expression in lesional psoriasis skin*.

Here, we applied vitD3 to human skin explants and investigated the consequences in
terms of TSLP production, the phenotype of skin DCs and their functional ability to promote

T-helper responses.
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METHODS

Human skin explants

Skin specimens were obtained from anonymized healthy subjects undergoing abdominal
reduction, with written informed consent and institutional review board approval, in agreement
with the Helsinki Declaration and French legislation. 4cm?, ~Imm-thick biopsies were placed
at air-liquid interface onto a 40um cell strainer (Biologix) in 6mL RPMI1640 medium
supplemented with 10pg/mL gentamycin, 100U/mL penicillin, 100pg/mL streptomycin, 10mM
HEPES (Lonza) and 10% FCS (Dutscher). After 3 days, migrating cells were harvested and
analyzed by flow cytometry and immunofluorescence. If necessary, CD14+ and CDI14-
migrating cells were separated using CD14 MicroBeads (Miltenyi-Biotec). Where indicated,
50ng/mL TSLP, 1pg/mL anti-human TSLPR neutralizing antibody, or polyclonal goat IgG
(R&D Systems) were added during the culture.

Generation of MonoDCs

Human monocytes were purified from buffy coats of healthy blood donors (EFS, Strasbourg,
France) by successive Ficoll and Percoll gradients (Sigma-Aldrich). MonoDCs were
differentiated from monocytes in 5 days with 200ng/mL. GM-CSF (Schering-Plough) and
10ng/mL IL-4 (ImmunoTools), and characterized as CD14°% CD1a"&" DC-SIGN"igh,

Vitamin D3 treatment

200nM calcitriol (R&D Systems) was added to the culture medium of skin explant (3 days),
MonoDCs (24h), or skin migrating cells (24h). Alternatively, using a commercially available
vitD3 ointment (Daivonex 50ug/g, Leo Pharma), 100mg of calcipotriol was applied onto the

skin surface during the whole culture period (3 days).

Mixed leukocyte reaction

Naive CD4+ T cells (purity >95%) were isolated from peripheral blood mononuclear cells using
human naive CD4+ T Cell Isolation Kit II (Miltenyi-Biotec). To determine the stimulatory
capacity of vitD3-stimulated DCs, 2x10° naive CD4+ T cells were cocultured with 2x10* skin
DCs in 200puL. RPMI1640+10% pooled human sera (Corning) in 96-well U-bottom plates
(Falcon). After 7 days, T cells were restimulated with 1pug/mL PMA and 1uM ionomycin
(Sigma-Aldrich) in the presence of 10ug/mL brefeldin and 1uM monensin (BD-Biosciences)
and analyzed by flow cytometry for intracellular expression of IFN-y, IL-13 and IL-4. T-cell
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proliferation was determined by labelling naive CD4+ T cell with CFSE (Invitrogen) before

starting the coculture.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Supernatants of skin explant cultures or MonoDCs were collected and analyzed for TSLP
(eBioscience) and soluble CD14 (R&D Systems) production, respectively. After MLR, 10° T
cells were restimulated with PMA/ionomycin for 1 day and supernatants were evaluated for IL-
4 production (BD-Biosciences). ELISA were performed in duplicates according to the
manufacturer's recommendations. The absorbance was detected at 450nm using a Thermo

Fisher Scientific Multiskan FC Microplate Photometer.

Flow cytometry

Cells were incubated for 20 min at 4°C with the following antibodies: CD86-FITC (clone FUN-
1), CD83-APC (HB15e), DC-SIGN/CD209-PerCP-Cy5.5 (DCN46), CD1a-PE (HI149), CD3-
AF700 (UCHT1), CD206-FITC (19.2), CD163-PE (GHI/61), OX40L/CD252-PE (ik-1) from
BD-Biosciences; CD4-APCvio770 (REA623), CD141-APCvio770 (AD5-14H12) and CDlc
FITC (ADS5-8E7) from Miltenyi-Biotec; CLEC10A-PE (H037G3) and TSLPR-APC (1B4)
from Biolegend; HLA-DR-AF700 (L203, R&D Systems), CD207-PE (DCGM4, Beckman
Coulter); CD14-PE or -APC (MEM-18, Immunotools). For intracellular staining, T cells were
fixed and permeabilized with BD Fixation/Permeabilization Solution Kit then stained for 45
min at 4°C with IFN-y-APC (B27), IL-4-PE (8D4-8) and IL-13-PE (JES10-5A2) (BD-
Biosciences). Cells were collected using a Beckman-Coulter Gallios flow cytometer, and
analyzed with FlowJo (Tree Star). Dead cells stained by Fixable Viability Dye-eFluor450

(eBioscience) were excluded from analysis.

RNA isolation, reverse transcription and qPCR

Total RNA of MonoDCs, skin CD14+ or CDI14- DCs was isolated and purified with
NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel). cDNA was synthetized by extension of oligo(dT)
with ImPromIITM reverse-transcriptase (Promega) on a T100 thermal cycler (Bio-Rad). gPCR
reactions were performed on a StepOnePlusTM thermocycler (Applied Biosystems) using the
RT2SYBR Green ROX qPCR Master Mix (Qiagen). Relative expression levels were calculated
with the comparative Ct method using the proprietary software. HPRT1 and GAPDH were
chosen as housekeeping gene for normalization. Following primer sequences (forward/reverse)

were designed with the Primer-BLAST software: HPRT1 (5’-CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT-
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3’; 5>~ AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA-3"), GAPDH (5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’;
5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3"), CYP24A1 (5’-GATTTTCCGCATGAAGTTGGGT-3’;
5’- CCTTCCACGGTTTGATCTCCA-3").

Statistics
Data are presented as Mean =SEM. After testing normality with d’ Agostino-Pearson test, paired
Student’s t-tests (normally distributed population) or Wilcoxon's test (non-parametric) were

performed with Prism software (GraphPad); p-values below 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Vitamin D3-exposed skin DCs induce Th2 polarization.

To study the effect of vitD3 on cutaneous immune responses, we stimulated skin
explants at the onset of ex vivo culture by adding calcitriol (200ng/mL) to the medium or by
topical application of calcipotriol ointment (100mg). After 3 days, immune cells of untreated
explants spontaneously migrate into the supernatant, including CD4+ and CD8+ resident
memory T cells®® and different subsets of HLA-DR+ DCs. With vitD3-treated skin, the viability
of DCs was slightly increased (Figure S1A). To address the influence of vitD3 on T cell-
priming capacities of DCs, we harvested total emigrating DCs without further stimulation and
cultured them with CFSE-labelled allogeneic naive CD4+ T cells (>95% viable, Figure S1B).
After 7 days of mixed leukocyte reaction (MLR), T-cell proliferation and intracellular cytokine
production were quantified by flow cytometry upon restimulation. No difference was observed
in DC survival following MLR (Figure S1C). VitD3 exposure of DCs weakly altered their
capacity to stimulate T-cell proliferation (Figure 1A), and this was not related to decreased T-
cell survival (Figure S1D). However, calcitriol and calcipotriol consistently led DCs to promote
differentiation of more IFN-y- IL-13+/IL-4+ Th2 cells than DCs of untreated skin (Figure 1B-
E). Th2 cells were detected only among proliferative cells (Figure 1D-E) and released IL-4
(Figure 1F). Conversely, the generation of IFN-y+ Thl cells was slightly reduced in the
presence of vitD3-exposed DCs (Figure 1G). DCs collected from vitD3-treated skin did not
generate FoxP3+ Treg or support IL-10 production by T cells (Figure 1H-I).

TSLP from vitamin D3-treated human skin favors IL-13+ Th2 induction by DCs.
Epithelial TSLP is widely described as Th2 inducer through its effect on DCs'®?’. DCs
migrating from skin explants stimulated with TSLP promoted differentiation of IFN-y- IL-13+
Th2 cells, although this did not generate more IL-4+ Th2 cells (Figure 2A). Thus, we evaluated
TSLP production by human skin samples cultured in the presence or absence of vitD3. Overall,
TSLP was detected at significantly higher levels in the culture supernatant after either calcitriol
or calcipotriol treatments (Figure 2B). Nevertheless, the TSLP concentrations of different
donors were spread across a large range. To acknowledge this variability, we defined thresholds
based on the Mean-minus-SEM for TSLP concentrations obtained in vitD3-treated skin.
Accordingly, donors were split into two groups: those that showed strong TSLP production
upon vitD3 exposure (responding: [TSLP]>Mean-SEM) and those that responded poorly or not
at all (non-responding: [TSLP]<Mean-SEM). With thresholds set at 56.63pg/mL for calcitriol
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and 62.73pg/mL for calcipotriol, the rates of responding donors were 29.4% and 32.1%,
respectively.

We took advantage of this dichotomy to evaluate the importance of TSLP for Th2
orientation. We reanalyzed the corresponding data from T-helper polarization assays (Figure
1), As compared with untreated skin, IL-13+ Th2 cells were significantly augmented when DCs
from TSLP-producing skin were used, which was not the case for DCs from non-responding
skin (Figure 2C). On the other hand, vitD3 did increase the capacity of skin DCs to promote
IL-4+ Th2 cells, but this occurred even with donors that showed poor response in terms of TSLP
production (Figure 2D). This suggested that only IL-13 production is positively influenced by
TSLP-exposed skin DCs.

To confirm the role of TSLP, we introduced an antagonistic anti-TSLPR antibody into
the supernatant of skin explant cultures, in order to block potential effects of TSLP on skin DCs
as early as possible. As expected, this did not alter the rate of IL-13+ Th2 cells obtained with
vitD3-exposed DCs from non-responding skin (Figure 2E, left). Yet, blocking TSLPR
abrogated the capacity of DCs from vitD3-treated, TSLP-producing skin explants to stimulate
the generation of IL-13+ Th2 cells (Figure 2E, right). With respect to IL-4+ Th2 cells, no
significant effect of TSLPR blocking could be observed with either non-responding or
responding skin samples (Figure 2F). This demonstrates a link between the presence of TSLP
in the supernatant of skin explants and IL-13 production by Th2 cells induced by vitD3-treated
DCs.

Vitamin D3 alters the proportions of skin DC subsets but not their migration

To explore how vitamin D3 exposure affects cutaneous antigen-presenting cells, we
studied in detail the phenotype of emigrating HLA-DR+ skin DCs by flow cytometry. The
proportion and absolute numbers of CD207- CD14+ DCs were markedly increased by vitamin
D3 treatment (Figure 3A), in agreement with previous work!®. Microscopic analysis of
emigrating cells supported that most of them coexpressed HLA-DR and CD14 (Figure S3A).
Conversely, CD207+ CD14- Langerhans cells and CD207- CD14- dermal DCs (Figure 3A)
were decreased as compared to untreated skin. Within CD14- dermal DC population, we
investigated the CD207- CD14- CD141+ cDC1 (Figure 3B) and found that DCs with this
phenotype were also missing from the supernatant of vitamin D3-treated skin. Of note, the
increase of CD14+ cells was independent of TSLP, as it remained evident when only non-

responding skin samples were evaluated (Figure 3C).
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Then, we questioned whether vitamin D3 potentiates emigration of CD 14+ dermal cells,
as previously proposed!?, or rather increases the expression of CD14 on CD14- DC subsets. We
first noticed that identical numbers of total HLA-DR+ cells migrated from untreated and
vitamin D3-treated skin explants (Figure 3D). Cryosections of skin samples were stained for
HLA-DR and CD14 after 3 days of ex vivo culture, in order to look for double-positive cells
that did not emigrate. We did not observe any obvious decrease in CD14+ cell density in the
skin after vitamin D3 treatment, in comparison with unstimulated skin (Figure S3B),

suggesting that there is no dramatic increase in the migratory capacity of CD14+ dermal cells.

Vitamin D3 affects the phenotype of skin DCs and MonoDCs

We thus suspected that vitD3 promoted phenotypical modifications of CD14- DCs,
including increased expression of CD14. To identify the cellular targets of vitD3 among skin
DCs, we quantified mRNA of calcitriol 24-hydroxylase (CYP24A1), which degrades calcitriol
into excreted calcitroic acid and is expressed under the control of VDR -mediated transcriptional
activation!. CYP24A1 was absent from all DCs migrating from untreated skin. However,
following vitD3 treatment, a clear expression of CYP24A1 appeared, which was specific of
CD14+ cells (Figure 4A). Therefore, the CD14+ population emigrating from vitD3-treated
explants includes cells that had their gene expression directly modulated by vitD3 and that are
different from bona fide CD14+ dermal cells of untreated skin.

To substantiate our hypothesis, we set out to analyze well-known markers of human
skin DC subsets (Figures 4 and S4). CD 14+ cells recovered from vitD3-treated skin explant
cultures had a decreased expression of typical markers of macrophages and CDI14+
macrophage-like cells (CD209, CD163, CD206), which are poorly expressed by CD14- ¢cDC2
of untreated skin. Nevertheless, vitD3-elicited CD14+ cells did not gain markers of ¢cDC2
(CLEC10A, CDIlc), and they increased CD141. As expected!!, CD14+ cells emigrating from
untreated skin did not express CD86, as opposed to mature CD14- DCs (Figure 4B). However,
after vitD3 treatment, CD86 and CD83 were both present on CD14+ cells (Figure 4B-C). HLA-
DR levels did not change in CD14+ cells but increased in CD14- DCs (Figure S4, bottom
panel). CD14+ cells from vitD3-treated skin had higher TSLPR surface levels (Figure 4D) and
decreased OX40L expression (Figure 4E). Overall, the phenotype of CD14+ cells showed
significant variations upon vitD3 treatment, whereas the remaining CD14- cells were unaltered
as compared to untreated skin (Figure 4F), in line with their lack of CYP24A1 expression.

Therefore, CD14+ cells induced by vitD3 do not only comprise CD14+ macrophage-like cells
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found in untreated skin, but also transitional, vitD3-elicited CD14+ DCs. They may stem from
CD14- DCs, which are the main cells expressing CD86 and TSLPR in untreated skin'!.

An elevated CD14 expression has been consistently reported for MonoDCs exposed to
vitD3 throughout their differentiation from monocytes®® To verify whether vitD3 also affects
fully differentiated cells such as skin DCs, MonoDCs generated with GM-CSF and IL-4 were
stimulated for 24h with calcitriol. They showed a dose-dependent upregulation of CYP24A1
mRNA (Figure S5A), supporting that MonoDC gene expression is directly modulated by
vitD3. Furthermore, CD14 upregulation by MonoDCs (Figure S5B) sustained the notion that
this represents a primary effect of vitD3. The increased surface expression of CD14 did not
reflect an impaired shedding of this receptor, since soluble CD14 was rather detected in higher

amounts in the supernatant of vitD3-treated MonoDCs (Figure S5C).

Vitamin D3-elicited CD14+ skin DCs are TSLP-independent inducers of IL-4+ Th2
differentiation.

Based on the above-described phenotypic analyses of emigrating cells, we propose that
vitD3 directly affects skin DCs, eliciting a new subset of transitional DCs displaying high CD14
levels. Thus, we asked whether these vitD3-elicited CD14+ DCs might contribute to TSLP-
independent Th2 polarization. Choosing only non-responding donors to exclude any
contribution of TSLP, CD14+ cells were isolated with anti-CD14 magnetic beads from total
emigrating DCs. The enrichment procedure itself did not influence the maturation of positively
selected CD14+ cells, as verified by their CD86 expression (data not shown). The resulting
CD14+ and CD14- subsets were then separately cocultured with allogeneic naive T cells.
CD14+ DCs from vitD3-exposed skin induced less proliferation of total T cells than the CD14+
dermal cells of untreated skin (Figure SA), without affecting T-cell viability (Figure S1E). As
expected for a TSLP-independent process, untreated and vitD3-treated CD14+ cells had a
similar capacity to promote IL-13+ Th2 cells (Figure 5B). However, both calcitriol and
calcipotriol conferred to transitional CD14+ DCs a superior ability to induce the differentiation
of IL-4+ Th2 cells (Figure 5C-D), and they did not support Thl polarization (Figure 5E). On
the other hand, CD14- DCs were unaffected by vitD3 for their influence on T-cell proliferation
(Figure SF) and polarization (Figure 5G-J), despite a slightly decreased T-cell viability in the
calcitriol-treated condition (Figure S1F). Altogether, our findings indicate that CD14+ DCs
arising in vitD3-treated skin acquire the capacity to induce IL-4+ Th2 responses independently

of TSLP.
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DISCUSSION

In the here presented study, topically applied and soluble vitD3 potently affected the
phenotype and function of cutaneous human DCs. In particular, in skin donors that presented
the strongest capacity for TSLP production upon vitD3 treatment, TSLP-exposed DCs
enhanced the production of IL-13 by Th2 cells. Nevertheless, vitD3 also promoted direct
effects, eliciting CD14+ DCs that differed from the well-described CD14+ dermal cells of
untreated skinl1 and supported TSLP-independent differentiation of IL-4+ Th2 cells.

VitD3 consistently drives DCs to inhibit Th1 polarization®*, similarly to our findings.
With skin DCs, it was proposed that differentiation of Treg could explain this outcome’!?,
which we could not confirm. A Th2-inducing bias that opposes Th1 differentiation appears to
be the most likely explanation for the lack of Th1 cells in our experimental settings. In previous
investigations involving human skin DCs, vitD3 was provided in addition to LPS'* or IL-
1B+TNF-a’. When used alone, such potent maturation factors are known to favor Thl
priming®®. Furthermore, we noted that mature skin DCs did not sense vitD3 (data not shown).
For these reasons, we focused on culturing untreated or vitD3-treated explants in the absence
of additional adjuvants, which is sufficient to achieve spontaneous migration of DCs. With
either method, DCs appeared similarly mature and capable of naive T cell priming, yet
functional differences are expected that very likely explain differences between our findings
and published studies”!>.

In mouse models, cutaneous exposure to calcipotriol has been convincingly
demonstrated to induce TSLP in vivo?, but a similar outcome had yet to be proven in human
skin. In our assays, vitD3 induced potent TSLP production in only ~30% of skin samples, which
could explain why this has been previously overlooked'®. Differences in sensitivity to and/or
consequences of vitD3 exposure may stem from the origin of human skin samples. Since they
were collected as surgical waste, the clinical history of donors could not be traced back, in
accordance with our current ethical agreement. Therefore, the reasons for TSLP production
variability remains unclear. Our samples might have included patients with atopic skin
disorders. However, we obtained only healthy skin with no apparent atopic lesion, and atopic
patients display TSLP staining within their active lesions but not in perilesional skin'®. We may
also suspect skin phenotype differences that modify the half-life of experimentally applied
bioactive vitD3%.

Segregating our data according to TSLP levels allowed us to reveal that skin DCs from

TSLP-producing donors were more prone to shift Th2 differentiation towards IL-13+ cells.
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IL-13 expression by T cells can be provoked by TSLP directly in the mouse*® or via human
MonoDCs!® and LCs?!. In line with this, we observed a strong bias for IL-13 production when
DCs were collected from TSLP-exposed skin explants. A dominant IL-13 production has been
proposed as a hallmark of pathogenic Th2 cells*?, notably because IL-13Ra is particularly
present on epithelial cells and impairs expression of the epidermal barrier constituents®,
Despite this clear TSLP-dependent promotion of IL-13+ cells, the poor correlation
between TSLP amounts and the capacity of skin DCs to generate IL-4+ Th2 cells suggested a
TSLP-independent effect. Among other consequences, an increase in the rate of CD14+ cells
emigrating from skin explants was observed upon treatment with vitD3. This prominent effect
has been presumed to result from increased migration of CD14+ dermal cells’!®. Our
interpretation differs because (1) total numbers of emigrating DCs were not modified by vitD3
treatment, (2) the massive increase in CD14+ cells in the supernatant did not correlate with a
decrease of CD14+ cells remaining in the dermis and (3) immature MonoDCs exposed to vitD3
showed a consistent upregulation of CD14. The latter effect has been repeatedly pointed out

233 We confirmed

upon vitD3 treatment of monocytes during in vitro differentiation into DCs
that vitD3 led terminally differentiated MonoDCs to upregulate both surface and soluble CD14.
Moreover, immature LCs and dermal DCs sorted from human skin and exposed to vitD3 also
upregulate CD14 to some extent’. Therefore, we propose that vitD3 does not promote
emigration of the well-described CD14+ dermal cells but rather leads skin DCs to phenotypical
changes. Although we gathered strong evidence supporting this, CD14+ DCs that dominate
migratory cell suspensions after vitD3 treatment remain of unclear origin. They do not express
macrophage-like markers, but they also lack other typical features of dermal CD14- cDC2.
These complex alterations, which were independent of TSLP but may not be only due to vitD3,
result in a yet undescribed phenotype for skin DCs and, importantly, bring a strong bias in their
T-cell priming function. Indeed, vitD3-elicited CD14+ DCs appeared sufficient to efficiently
generate IL-4+ Th2 cells. Nevertheless, our phenotypic analyses did not reveal which
alterations could be responsible for this function. The hallmark of vitD3 exposure, CD14, is

162021 'is rather

unlikely to play a role in T-cell differentiation. OX40L, a known Th2 inducer
decreased, and TSLPR, although increasing, should not be involved in skin explants that release
little TSLP. Altogether, this intriguing differentiation pathway may be involved in the
regulation of IL-4/IL-13 balance in the skin and should be further investigated for its potential
to harness a relevant therapeutic approach limiting the atopic march and inflammation in skin

allergies.
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Overall, our findings provide several interesting insights for clinical research. Topical
application of calcipotriol ointment is a well-established treatment for psoriasis'. In addition to
limiting keratinocyte proliferation and promoting their differentiation, this treatment induces
TSLP in lesional psoriatic skin®*. A shift towards Th2 responses may be beneficial in this
Th17/Th22-driven disease. Of note, dermatitis, erythema and xerosis, which are hallmarks of
atopic dermatitis, may develop in 1-10% of patients as a side effect of the Daivonex™
calcipotriol cream (Medscape). Moreover, a case report pointed out that erroneous prescription
of this drug to an atopic patient results in a dermatitis flare**. Finally, we demonstrate the
potential of using vitD3 in the design of human skin models reproducing early immune
responses in atopic dermatitis®>. This strategy, aiming at reducing animal use and ameliorating

the safety of clinical trials, currently represents an important goal in drug discovery.
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Figure 1: Vitamin D3-exposed skin DCs induce Th2 responses. Human skin explants were stimulated 3 days
with 200nM soluble calcitriol (into the medium) or 100mg topical calcipotriol. Emigrating skin DCs were collected
and cultured with CFSE-labelled allogeneic naive CD4+ T cells. Intracellular cytokines were detected by flow
cytometry upon restimulation with PMA-+Ionomycine. (A) Percentage of proliferative (CFSE'Y) T cells after 7
days of MLR with total cells emigrating from untreated or vitamin D3-exposed skin explants (n=26).
Representative dot plots and percentages of cells in thick-lined gates define Th2 subsets: (B) [FN-y- IL-13+ (n=40)
(C) IFN-y- IL-4+ (n=30) (D) proliferating IL-13+ (n=23) or (E) proliferating IL-4+ cells (n=19). (F) IL-4 released
in 24h-restimulated MLR supernatant (n=28). (G) Percentages of IFN-y+ Thl cells (n=37) (H) FoxP3+ Treg
(n=10) and (I) IFN-y- IL-10+ T cells (n=10). Data are presented as Mean = SEM. n= total number of skin explant
donors. ns: non-significant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (paired Student’s t-tests except (F)
Wilcoxon non-parametric tests).
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Figure 2: TSLP production in vitamin D3-treated human skin regulates the capacity of Th2 cells to
produce IL-13. (A) Percentages of IFN-y- IL-13+ (n=6) and IFN-y- IL-4+ (n=5) CD4+ T cells after MLR with
emigrating DCs from TSLP-stimulated skin explants (B) TSLP released after 3 days of skin explant culture (n=53).
Dashed lines depict thresholds defined from Mean-SEM values, allowing to split donors into responding and non-
responding populations. (C) IFN-y- IL-134+ Th2 percentages for MLR with skin DCs from non-responding (n=24)
or responding (n=8) donors. (D) IFN-y- IL-4+ Th2 percentages for MLR with skin DCs from non-responding
(n=20) or responding (n=6) donors. (E, F) Anti-TSLPR antibody or isotype control were added into the supernatant
during skin explant cultures. (E) IFN-y- IL-13+ and (F) IFN-y- IL-4+ (n=19 for non-responding, n=7 for
responding). Data are presented as Mean + SEM. n= total number of skin explant donors. ns: non-significant,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (paired Student’s t-tests except (F) Wilcoxon non-parametric
tests).
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Figure 3: Vitamin D3 alters DC populations emigrating from skin explants. (A) Gating strategy to
determine the phenotype of emigrating HLA-DR+ cells by flow cytometry. Representative dot plots and
quantification are shown for (B) CD14+ CD207-, CD14- CD207- (n=44 for percentages, n=16 for absolute
numbers), CD14- CD207+ LCs (n=8 for both) and (C) CD14- CD207- CD141+ c¢DCls (n=15 for percentages, n=7
for absolute numbers). (D) Percentages of CD14+ cells emigrating from non-responding (n=36) and responding
skin explants (n=15). (E) Percentages of CD14+ cells emigrating from calcitriol- or calcipotriol-responding skin
with or without anti-TSLPR antibody or isotype control (n=4) (F) Total number of migrating cells for one skin
explant (n=16). Data are presented as Mean + SEM. n= total number of skin explant donors. ns: non-significant,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (paired Student’s t-tests).
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Figure 4: Vitamin D3 induces phenotypic modifications of skin DCs into a CD14+ subset. (A) Relative
expression levels for CYP24A1 mRNA in CDI14+ and CDI14- emigrating subsets (n=4).
(B) Representative histogram overlays and mean fluorescence intensities (MFI) for CD86 (n=19). (C)
Representative histogram overlays and MFI for CD83 (n=4). (D) Representative histogram overlays and MFI for
TSLPR (n=4). (E) Representative histogram overlays and MFI for OX40L (n=5). (F) Radar plots depicting the
average MFI of all tested donors for CD1c, CD141, CD86, CD163, CD209, TSLPR, CLEC10A, CD83, HLA-DR,
OX40L and CD206 for CD14+ and CD14- populations (see detailed analysis in Figure S4). Data are presented as
Mean + SEM. n= total number of skin explant donors. ns: non-significant, * p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001
(paired Student’s t-tests).
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Figure 5: Vitamin D3-elicited CD14+ cells induce IL4+ Th2 cells independently of TSLP. Magnetically
separated CD14+ and CD14- cells from untreated or vitamin D3-exposed skin explants were cocultured with
allogenic naive T cells. Data presented here only shows results from skin explants that did not respond to vitamin
D3 by TSLP production (non-responding donors). (A-J) Percentages of (A, F) proliferative (CFSE!*") T cells
(n=12 for CD14+, n=9 for CD14-) (B, G) IFN-y- IL-13+ (n=13 for CD14+, n=10 for CD14-) or (C, H) IL-4+ Th2
cells (n=12 for CD14+, n=7 for CD14-). (D, I) IL-4 in 24h restimulated supernatants (n=13 for CD 14+, n=9 for
CD14-). (E, J) Percentages of IFN-y+ Thl cells (n=13 for CD14+, n=10 for CD14-). Data are presented as Mean
+ SEM. n= total number of skin explant donors. ns: non-significant, *p<0.05, **p<0.01 (paired Student’s t-tests).
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SUPPORTING INFORMATION

Supplementary methods

Immunofluorescence microscopy

Skin explant samples were frozen embedded in O.C.T Compound (CellPath) and 16um sections were
prepared, mounted on SuperFrost-Plus™ glass slides (Thermo Scientific), fixed in cold acetone for 20min and
air-dried. Sections were incubated overnight at 4°C with antibodies against HLA-DR (L203) and CD14
(AB383) (R&D Systems), diluted in PBS-10% FCS. Thereafter, they were incubated 2h at room temperature
with DAPI (100ng/mL) and their corresponding secondary antibody: Donkey anti-Mouse IgG AlexaFluor 555
(Molecular Probes, A31570) and Donkey anti-Goat IgG AlexaFluor 647 (Jackson ImmunoResearch, 705-605-
147). Sections were then mounted with Fluoromount G medium (EBioscience, 00-4958-02). Images were
acquired on a Zeiss Axio-Observer Z1 epifluorescent inverted microscope driven by the Metamorph software,
using a 10x EC Plan Neofluar objective. Quantification was based on 85 images obtained from 11 different
donors. Nuclei prediction maps were realized using the pixel classification module in Ilastik software? on the
DAPI staining channel. Based on this prediction maps, the object classification module of Ilastik was used to
train the software to determine to which of the 4 following classes belongs each nuclei: epidermal cells, HLA-
DR+ cells, HLA-DR+ CD14+ cells, unstained cells. We then determined the number of nuclei for each class
using the ImageJ software.

Skin-emigrating DCs were fixed with paraformaldehyde and stained as described above. Images were
acquired with a spinning disk confocal head (Yokogawa, CSU-X1), using a 100x Plan Apochromat oil

immersion NA1.4 objective and analyzed with ImageJ software.
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Figure S2: Vitamin D3 alters emigrating skin DC populations. Representative immunofluorescence of cells

emigrating from untreated, calcitriol- or calcipotriol-treated skin explant (3 days). Scale bars: 25um. Cells were
stained with DAPI (blue), anti-CD14 (green) and anti-HLA-DR (red) (n=2).
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Figure S3: CD14+ cells are not depleted from the dermis after skin explant culture with vitamin D3.

(A) Representative immunofluorescence images of skin explants after 3 days of culture. Cryosections were stained
with DAPI (blue), anti-CD14 (green) and anti-HLA-DR (red) monoclonal antibodies. Insets correspond to the
regions highlighted in the larger images. Arrows point to HLA-DR+ CD 14+ (yellow) cells. HLA-DR+ CD14- (red)
and HLA-DR low CD14+ (green) are also visible. Scale bars: 50um. (B) Numbers of CD14+ cells in skin sections
and percentages of CD14+ cells among total dermal cells (n=11). Data are presented as Mean = SEM. n= total
number of skin explant donors. ns: non-significant, **p<0.01 (paired Student’s t-tests).
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Figure S4: Vitamin D3 alters the phenotype of skin-emigrating HLA-DR+ cells. Representative dot plots
and MFI quantification of CD209 (n=8), CD163 (n=6), CD206 (n=8), CLEC10A (n=5), CDlc (n=7), CD141
(n=13), HLA-DR (n=20) expression on emigrating CD14+ and CD14- cells. Data are presented as Mean = SEM.
n= total number of skin explant donors. ns: non-significant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001
(paired Student’s t-tests).
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Figure S5: Vitamin D3-treated MonoDCs upregulate CD14 expression. Immature MonoDCs were
stimulated for 24h with vitamin D3 or left untreated. (A) Relative expression of CYP24A1 after 24h-stimulation
with different doses of calcitriol: 2nM, 20nM (n=3) and 200nM (n=5). (B) Mean fluorescence intensity of CD14
after 200nM calcitriol treatment (n=12). (C) soluble CD14 release (n=5). Data are presented as Mean + SEM. n=
total number of skin explant donors. ns: not significant, *p<0.05, ****p<0.0001 (paired Student’s t-tests).
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RESULTATS ET DISCUSSION COMPLEMENTAIRE

Dans cette publication, nous avons démontré que la supplémentation en vitamine D3
conduit a un réel bouleversement de la réponse immunitaire dans la peau. Premi¢rement, elle
induit sur prés d’un tiers des donneurs testés une réponse de 1’épiderme similaire a celle d’un
signal de danger, par libération de 1’alarmine TSLP. De plus, elle engage des modifications
phénotypiques profondes sur les DCs, caractérisées, entre autres, par I’augmentation du CD14.
Ces DCs acquierent un profil qui ne correspond a aucun autre sous-type de DC connu. D’un
point de vue fonctionnel, I’ensemble des DCs récoltées sont capables de favoriser 1’orientation
de T CD4+ naifs en Th2 (IL-4+, IL-13+) et d’inhiber celle en Thl (IFNy+). Nous avons
démontré que la vitamine D3 facilite la génération de Th2 IL-13+ de fagon dépendante de la
TSLP, qui n’affecte en revanche pas les Th2 IL-4+. Ces résultats sont cohérents avec la
littérature. En effet, sur des DCs du sang, la stimulation par la TSLP aide a la différenciation de
Th2 IL-13+ qui produisent peu d’IL-4 (Soumelis et al., 2002). Apres purification des CD14+
induites par la vitamine D3 et en ’absence de TSLP, nous avons observé que ces cellules sont
responsables spécifiquement de I’orientation en Th2 IL-4+. Cependant, leur responsabilité dans
la production d’IL-13 n’apparait pas clairement.

Dans d’autres modeles, I’interaction OX40 / OX40L, entre le T et la DC respectivement,
apparait cruciale pour la polarisation Th2 médiée par la TSLP. En effet, TSLP accroit
I’expression d’OX40L sur les DCs du sang et son blocage réduit ’efficacité de 1’orientation
Th2 (1Ito et al., 2005). Afin d’approfondir I’implication potentielle de cet axe dans 1’orientation
Th2 sous influence de la vitamine D3 nous avons étudié I’expression d’OX40L sur les DCs de
la peau. Les explants ont été stimulés 3 jours par la vitamine D3 (calcitriol 200nM, calcipotriol
créme) puis les DCs migrantes ont été récoltées et analysées. Une stimulation TSLP (50ng/ml),
susceptible d’augmenter OX40L sur les DCs de la peau a été réalisée en parallele (Figure 11).

On peut observer qu’en I’absence de vitamine D3, I’expression d’OX40L est retrouvée
en majorité sur les DCs CDI14- et peu sur les CD14+. L’addition de TSLP ne modifie pas
significativement cette expression (Figure 11A,B). Ce résultat est attendu pour la population
CD14+, qui ne présente qu’une faible expression du TSLPR, mais plus surprenant pour les DCs
CD14-, qui expriment fortement le TSLPR (Publication Partie A, Figure 4C). Pour ces
dernieres, OX40L semble augmenter, mais de maniere non significative. Aprés stimulation des
explants par la vitamine D3, les DCs sont majoritairement CD14+. Les CD14- restantes, que
nous supposons non affectées par la vitamine D3, ne modifient pas leur expression d’OX40L

(Figure 11B). A I’inverse, elle est réduite & la surface des DCs CD14+ (Figure 11A).
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Figure 11 : Expression de OX40L par les DCs de la peau. Cette figure illustre 1’analyse par
cytomeétrie en flux de I’expression d’OX40L par les CD14+ et CD14- DCs apres migration d’un explant
de peau stimulé 3 jours avec le calcitriol, le calcipotriol ou la TSLP. Les données sont représentées en
moyenne + SEM. Les tests statistiques sont réalisés en fonction du contréle non stimulé (NS). ns (non
significatif), * p<0,05 selon le test de t de Student.

Nous ne sommes pas réellement surpris que les CD14+, sensibles directement a la
vitamine D3 (expression de CYP24A1, Publication Partie A, Figure 4A) semblent pouvoir se
passer d’OX40L pour leurs effets fonctionnels. En effet, elles sont capables d’induire une
orientation en Th2 IL-4+ sans TSLP et donc sans OX40L. A ce stade, comme les DCs CD14-
expriment OX40L, nous faisons 1I’hypothese que ces cellules, insensibles aux effets directs de
la vitamine D3 (pas de CYP24A1), pourraient étre influencées indirectement par la libération
de TSLP et soutenir la différenciation de Th2 IL-13+. Le mécanisme permettant ce soutien reste
cependant a clarifier, et nous ne pouvons exclure définitivement un role d’OX40L, en raison du

faible nombre de donneurs analysés.
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Pour approfondir ce mécanisme et pallier la minorité de donneurs producteurs de TSLP,
nous prévoyons de stimuler les explants de peau a la fois par la vitamine D3 et la TSLP. Nous
pouvons également envisager des expériences avec un anticorps bloquant OX40 sur les LT, le
GBR&30 (Glenmark Pharmaceuticals), qui semble avoir des effets positifs prometteurs sur des

patients DA (Guttman-Yassky et al., 2019).

Certains points non abordés dans ’article seraient également a ¢tudier dans la suite de
ce projet. Nous avons démontré que la stimulation de I’explant avec la vitamine D3 induit une
production significative de la TSLP. La découverte d’une forme longue (IfTSLP) et courte
(sfTSLP), aux propriétés vraisemblablement opposées (Chapitre 11, 4.3.3.d) (Fornasa et al.,
2015) refléte I’intérét de les distinguer dans nos futures expériences.

CCR7 est un des principaux récepteurs exprimés par les DCs et responsable de leur
migration vers les vaisseaux lymphatiques apres maturation (Ohl et al., 2007). De plus, son
expression est également induite apres stimulation TSLP de DCs sanguines (Soumelis et al.,
2002). Les cellules CD14+ du derme présentes a 1’état physiologique sont non migrantes et
I’expriment peu (McGovern et al., 2014). Nous avons démontré que la vitamine D3 semble
induire un phénotype nouveau sur les DCs de peau, avec notamment induction de I’expression
du CD14 parmi d’autres modifications phénotypiques profondes. Nous devrons donc vérifier si
ces DCs induites par la vitamine D3 expriment le CCR7 et si son expression est influencée par
la présence de TSLP. En effet, dans nos expériences de MLR in vitro, les DCs sont directement
apportées aux T naifs en culture afin de les polariser. Or, pour exercer une influence sur les T
naifs in vivo, les DCs doivent migrer pour les rejoindre au niveau des ganglions lymphatiques.
Une analyse plus profonde du transcriptome des DCs CD14+ induites par la vitamine D3
pourrait étre envisagée a plus long terme.

Une des limites de notre étude est due au fait que nous manquons d’informations
clinique sur les donneurs d’explants. La collecte des échantillons en tant que déchets opératoires
ne nous permet pas de demander ces données. Il serait tout de méme possible de caractériser
les explants en tenant compte de paramétres comme la couleur de peau ou la période de I'année,
reflétant 1’exposition au soleil, et de corréler ces résultats a nos expériences. Ces informations
pourraient mettre en évidence de potentielles différences entre les patients non répondeurs et
répondeurs. Nous pouvons en outre envisager d’analyser plus en détails 1’expression du VDR
chez nos donneurs, en supposant des modifications de conformation qui feront écho a la
publication récente de I’équipe de Carlberg C. et son concept d’index de réponse a la vitamine

Ds (Carlberg et al., 2018).
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En conclusion, avec cette publication, nous avons apporté un éclaircissement des
fonctions de la vitamine D3 sur I'immunité cutanée humaine. Son application topique est
capable d’induire la production de TSLP chez des patients répondeurs, et donc d’entrainer les
DCs de peau a orienter des T naifs en Th2 de facon directe et indirecte. Nous allons dans la
suite de ce manuscrit, décrire la construction de notre modéele de peau 3D et tenter de reproduire
ces données afin de mimer les phases initiales de la dermatite atopique. De plus, la vitamine D3
sera mise en parallele avec d’autres inducteurs de TSLP décrits dans la littérature, testés eux

aussi a la fois sur le modele, les explants et des MonoDCs en culture 2D.
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PARTIE B : Modélisation des phases initiales de dermatite atopique

Nous allons nous focaliser dans cette partie sur la construction générale du modele de
peau reconstruite. Puis nous allons tenter de ’appliquer a la modélisation de la DA, en
particulier sur son initiation par induction de TSLP. En effet, nous avons vu que cette cytokine
est au cceur de la physiopathologie de la maladie, notamment via I’orientation Th2. Différents
inducteurs, dont la vitamine D3, peuvent provoquer sa production par les kératinocytes. Il existe
aujourd’hui un réel besoin de développer un modele humain de DA in vitro, permettant de

reproduire au plus pres les interactions intercellulaires, notamment neuro-immunes.
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MATERIEL ET METHODES

Les références des réactifs déja présentés dans la section « Matériel et méthodes » de la

publication en Partie A ne seront pas détaillés dans les paragraphes suivants.

1. Isolation des cellules primaires

Les cellules cutanées (kératinocytes, fibroblastes, endothéliales) sont extraites a partir
de déchets opératoires issus d’abdominoplastie dans le cadre d’une chirurgie esthétique. Les
donneurs, adultes, signent avant 1’opération un consentement écrit en accord avec les régles
¢thiques en vigueur. Aucune information (sexe, age, état de santé) ne nous est communiquée.
La récupération du prélévement est effectuée immédiatement a la fin de 1’acte chirurgical et
celui-ci est transporté par nos soins dans la glace pour une prise en charge rapide, inférieure a

2 heures apres 1’opération, au sein de notre laboratoire.

1.1 Kératinocytes

Deés son arrivée, la surface de la peau est lavée a plusieurs reprises avec du tampon
phosphate salin (Phosphate-buffered saline, PBS ; Lonza) et une solution antiseptique de
Dakin®. A I’aide d’un dermatome de Goulian, la peau est pelée afin de récupérer des bandes
de Imm d’épaisseur, correspondantes a I’intégralit¢ de I’épiderme et une partie du derme
superficiel. Ces morceaux sont ensuite placés en boite de pétri, découpés en fines lamelles,
baignés dans une solution de trypsine 0,5% (VWR) et incubés 2 heures a 37°C, 5% CO.. La
trypsine est une protéase a sérine qui clive les composants de la jonction dermo-épidermique.
Elle permet donc, aprés digestion enzymatique, de séparer 1’épiderme du derme. L’épiderme
est mis sous agitation dans I’incubateur avec une solution 35mL Roswell park memorial
institute medium (RPMI), 10mL sérum de veau feetal (SVF ; Corning), SmL DNase I (Roche)
pendant 30 minutes. Ce temps est suffisant pour observer sa dissociation complete. La
suspension cellulaire est passée a travers un filtre aux pores de 70um puis lavée 3 fois en
Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) F12 (Lonza). Par lavage, on entend une
centrifugation a 200g de 5 minutes puis une resuspension dans du milieu neuf.

30 millions de cellules sont ensemencées dans une flasque de culture de 75cm2 (T75)
dans du milieu CnT-PR (CellnTec) supplémenté avec 100U/mL de pénicilline/streptamycine
(pen/strep) et 10png/mL de gentamicine. Celui-ci est changé quotidiennement les 3 premiers

jours pour ¢€liminer les kératinocytes non proliférants, déja différenciés. Par la suite, un
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changement tous les 2 jours est suffisant. Les kératinocytes primaires ont la particularité¢ de
pousser en ilots, qui finissent progressivement par croitre et fusionner. Pour éviter la confluence
complete et donc la différenciation, la culture doit étre surveillée régulicrement et stoppée a
70% de confluence. A ce stade, les kératinocytes au passage 1 (P1) sont réensemencés a 500 000
cellules par T75 et amplifiés. Si nécessaire, une congélation est réalisée en SVF supplémenté
avec 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO ; Sigma). Les cellules sont alors conservées 48 heures
a -80°C dans une boite de congélation puis plongées en azote liquide (-196°C). Les
kératinocytes sont cultivables jusqu’a P3, passage maximal pour obtenir des kératinocytes aptes

a former un épiderme.

1.2 Fibroblastes

Un morceau de 8x8cm de derme profond, soit la partie non pelée au dermatome, est
coupé en petits morceaux de quelques millimétres au scalpel puis placé sous agitation dans un
bécher contenant une solution de 30mL RPMI, ImL de DNase I et 330uL de collagénase I
(Gibco) une nuit dans I’incubateur a 37°C, 5% COx. Le lendemain, la moitié de ce derme digéré
(’autre est a réserver pour I’extraction des cellules endothéliales) est passée a travers un filtre
70um. Elle est lavée 3 fois en DMEM (Lonza). La suspension cellulaire obtenue est ensemencée
a 50 millions par T75 dans du milieu DMEM complet, c’est-a-dire supplémenté avec 10% SVF,
100U/ml de pen/strep et 10ug/mL de gentamicine. Apres 7 jours de culture et confluence a
100%, les passages suivants s’effectueront a 800 000 cellules par T75. Les fibroblastes se

gardent jusqu’a maximum P6 et peuvent étre congelés dés P1.

1.3 Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales s’obtiennent elles aussi a partir du derme profond. La fraction
digérée non utilisée pour I’isolation des fibroblastes est lavée et reprise en PBS avec 2% SVF
et SmM d’acide éthyléne-diamine-tétra-acétique (Ethylene-diamine-tetra-acetic acid, EDTA ;
Sigma) ou solution sérum EDTA (SE) a 10 millions de cellules dans 60uL. Elles sont incubées
15 minutes avec un anticorps anti-CD31 (Miltenyi) couplé a des billes magnétiques. Apres ce
délai, la suspension est lavée avec du SE en exces. Elle est reprise a 500uL et déposée en
colonne LS (Miltenyi) préalablement rincée et fixée sur un aimant. Les cellules d’intérét CD31+
couplées aux billes, sont retenues par la colonne. Apres passage de la suspension, puis 3 lavages
avec 3mL de SE, la fraction non marquée s’écoule. La colonne est détachée de 1’aimant et

flushée avec SmL de SE dans un tube, on récupére ainsi nos cellules endothéliales.
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Les cellules fraichement isolées sont comptées et ensemencées a 3 millions en T75. La
culture des cellules endothéliales nécessite un enrobage en gélatine 0,5% (ThermoFisher)
préparée dans de I’eau puis autoclavée. Avant enrobage, il faut chauffer la solution de gélatine
0,5% en amont, puis en verser dans la flasque en exces (SmL par T25, 15mL par T75) et la
laisser prendre une nuit a 4°C. Apres avoir retiré le surplus de gélatine, la flasque est préte a
I’usage. Les cellules endothéliales se cultivent dans du milieu Endothelial cell growth medium
2 (EGM 2 ; Promocell) supplémenté avec 100U/mL de pen/strep et 10ug/mL de gentamicine.
Elles sont entretenables, comme les fibroblastes, jusqu’a P6. Elles atteignent la confluence en
1 semaine apres ensemencement a 500 000 cellules / T75. La Figure 12 suivante regroupe des

photographies prises au microscope optique de cellules primaires en culture.

Figure 12 : Morphologie des cellules primaires en culture 2D. (A) Kératinocytes, (B)
fibroblastes, et (C) cellules endothéliales visualisés au microscope optique (x20) apreés 1 semaine de
culture.

L’efficacité de la purification magnétique est vérifiée par cytométrie en flux. Celle-ci
est considérée comme suffisante a partir de 70% de cellules endothéliales CD31+. Les 30%
restants représentent majoritairement une contamination fibroblastique (Figure 13). La
difficulté majeure dans la culture des cellules endothéliales réside dans 1’équilibre entre 1’espace
occupé dans la flasque par ces fibroblastes, qui peuvent soit rester minoritaires, soit prendre le
dessus car ils survivent trés bien en EGM 2. La culture de ce type cellulaire a donc nécessité
une surveillance réguliere et une longue optimisation des différentes étapes (digestion du

derme, purification, enrobage de la flasque en gélatine).
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Figure 13 : Analyse de la purification des cellules endothéliales. Les cellules endothéliales
obtenues aprées digestion du derme sont purifiées sur colonne puis passées en cytométrie en flux. Les
cellules vivantes sont analysées selon 1’expression du marqueur CD31 : (A) avant tri, (B) apres tri, (C)
apres 1 semaine de culture.

1.4 Monocytes et différenciation

Les monocytes sont extraits a partir de dons de sang obtenus aupres de 1’établissement
francgais du sang (EFS). Ces prélévements y sont ultracentrifugés afin de séparer le plasma et
les érythrocytes de la fraction contenant les plaquettes et leucocytes. Cette derniére est celle
que nous récupérons pour en isoler les monocytes sanguins. Le protocole d’extraction repose
sur une premiére séparation en fonction de la densité par gradient Ficoll (Sigma). 30mL de sang
dilué au demi dans du PBS est ajouté progressivement sur 15mL de Ficoll. Aprés centrifugation
(20 minutes, 1200g, sans accélération ni décélération) la phase contenant les monocytes est
identifiable par un anneau blanchatre, I’anneau des PBMCs, contenu entre la phase supérieure
(plasma) et les phases inférieures (Ficoll et culot de globules rouges). Les PBMCs sont
récupérées et lavées 3 fois en PBS. Les cellules sont comptées et reprises a 100 millions pour
3mL de SE. Elles sont ensuite coulées sur 6mL de Percoll (Sigma) 52% dilué en PBS et
centrifugées 20 minutes a 1200g. A nouveau 4 phases sont visibles : le SE, I’anneau de
monocytes, le Percoll et le culot de PBMCs. Apres récupération, les monocytes sont lavés 3

fois puis congelés et/ou mis en différenciation.

La différenciation des monocytes en DCs dérivées de monocytes (MonoDCs) s’effectue
en 5 jours. Les cellules sont suspendues dans 4mL de RPMI complet (10% SVF, 100U/ml
pen/strep, 10pg/ml gentamycine, 5ml d’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane

sulfonique, HEPES) supplémenté avec 200ng/mL de facteur stimulant les colonies de
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granulocytes et de macrophages (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-
CSF) et 10ng/mL d’IL-4. 3 millions de cellules sont ensemencées par puits d’une plaque 6 puits.
Au jour 3, ImL de RPMI frais, avec du GM-CSF et de I’[L-4 en concentrations équivalentes,
est ajouté dans chaque puits. Au jour 5, les MonoDCs différenciées sont non adhérentes, avec
un ratio de 1 million par puits. Contrairement aux types cellulaires précédents, elles ne sont pas
congelables et doivent étre utilisées le jour méme. A ce stade, elles sont majoritairement
immatures. Le pourcentage de cellules exprimant le marqueur d’activation CD86, estimé par
cytométrie en flux, doit étre inférieur a 10%. Il correspond a des cellules spontanément matures.
De plus, a l'inverse des monocytes, les MonoDCs expriment faiblement le CD14 et plus

fortement le CD1a et le CD209 (Figure 14A).

A partir de monocytes, il est également possible d’obtenir des cellules de Langerhans
dérivées de monocytes (MonoLCs) et des macrophages dérivés de monocytes (MonoMacros).
Les MonoLCs s’obtiennent selon un protocole trés similaire aux MonoDCs, non pas en 5 jours,
mais en | semaine. En plus du GM-CSF et de I'IL-4, du TGF-B1 (Peprotech) est rajouté a
10ng/mL au jour 3 et 5. Au jour 7, les MonoLCs se reconnaissent par expression du CDla et
du CD207. Avec ce protocole entre 15 et 35% maximum de cellules CD207+ sont attendues

(Figure 14B) (Protocole adapté de Bechetoille et al., 2006).

Les MonoMacros s’obtiennent eux apres culture des monocytes en RPMI complet avec
10ng/mL de facteur stimulant les colonies de macrophages (macrophage colony-stimulating
factor, M-CSF ; R&D), 20ng/mL d’IL-10 (Peprotech) et 20ng/mL de GM-CSF. Au jour 3, le
milieu est rafraichi avec ImL de RPMI complet avec additifs, sauf M-CSF qui est a retirer. Ces
cellules expriment les marqueurs CD14, CD163 et CD209 tout comme les macrophages

primaires extraits de derme humain (Figure 14C) (Protocole adapté de Kwan et al., 2008).
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Figure 14 : Caractérisation des cellules dérivées de monocytes in vitro. La culture in vitro de

monocytes sanguins selon différents processus de différenciation permet d’obtenir des (A) MonoDCs
(HLA-DR+, CDlat+, CD209+), (B) MonoLCs (HLA-DR+, CD207+, CDlat+, CD209+) ou (C)
MonoMacros (HLA-DR+, CD14+, CD163+) représentés ici par analyse de cytométrie.

1.5 Neurones murins

Les neurones sensoriels murins sont obtenus a partir des DRGs d’embryons de souris
BALB/c gestantes. Aprés accouplement, les souris avec bouchon vaginal sont surveillées
quotidiennement et pesées pour confirmer la grossesse. Au 12°™ jour (stade E12), les méres
sont sacrifiées par ¢€longation cervicale. Aprés ouverture en boutonniere, le chapelet
d’embryons isolé est placé au frais en PBS. A 1’aide d’une loupe binoculaire, chaque embryon
est sorti rapidement de sa poche placentaire. La téte est sectionnée et la moelle épinicre extraite
du dos, en veillant a retirer la peau. Apres éclaircissement de la moelle des débris, les ganglions
vont devenir visibles. Avec une pince et un scalpel, ces derniers sont détachés progressivement.

Apres collecte, ils sont lavés puis placés dans une solution avec 1mL de RPMI complet,

2mL d’Hank's balanced salt solution (HBSS; Lonza) et 2mg/mL de papaine (Sigma).
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La digestion s’effectue au bain-marie a 37°C sous agitation manuelle pendant 20 minutes.
Immeédiatement apres, 0,5mL de DNase I est ajouté au mélange. Par aller-retour a 1’aide d’une
pipette, une trituration mécanique est réalisée pendant 5 minutes. La suspension obtenue est
comptée, avec une moyenne a 1 million de neurones par souris, puis mise en culture. Si celle-
ci se fait en 2D, le plastique doit étre recouvert d’un enrobage en poly-D-lysine (Sigma) a
Iug/mL et le milieu DMEM supplémenté avec le facteur de croissance du nerf béta (S-nerve

growth factor, NGF ; Peprotech) a 10ng/mL. Tout comme les MonoDCs, ces cellules ne sont

pas congelables ni amplifiables. Les neurones se caractérisent en imagerie par 1’expression de

la B3-tubuline (Figure 15).

DAPI B3-tubuline Merge

Figure 15: Immunofluorescence des neurones murins isolés de DRGs. Ces images
représentent des neurones murins isolés de DRGs d’embryons de souris BALB/c au stade E12 mis en
culture en plaque enrobée en poly-D-lysine. Bleu : DAPI (noyaux) ; Rouge : B3-tubuline (neurones).

1.6 Lymphocytes T CD4+ naifs

Les LT CD4+ naifs sont obtenus a partir de poches de sang récupérées a I’'EFS. Apres
Ficoll, les T sont compris dans I’anneau de PBMCs. Ces cellules sont comptées, lavées, puis
purifiées a I’aide d’un kit T CD4+ naifs (Miltenyi) selon un protocole similaire au kit CD31+

utilisé pour I’isolation des cellules endothéliales.

2. Construction du modéle de peau

Le modele de peau reconstruite est basé sur une matrice, communément appelée éponge,
de collageéne bovin de type I et III non glyqué a 9ug/mL (Symatese) et de chitosan de type II
faiblement acétylé a 2,5ug/mL (CD Bioparticles). Ces matrices nous ont été fournies par nos
collaborateurs du Laboratoire d’organogénese expérimentale (LOEX) dirigé par le Dr Frangois

Berthod a Québec, au Canada. Le protocole de construction du mod¢le a été mis au point par
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ce groupe et transmis par Quentin Muller, doctorant en cotutelle dans notre équipe, qui en a fait
I’objet de sa thése (Muller Q., Thése de Doctorat Universités de Strasbourg, France, et Laval,
Queébec ; 2018). Ce modele a pour finalité de contenir un derme peuplé de fibroblastes, des
pseudo-vaisseaux de cellules endothéliales, une innervation sensorielle apportée par les
neurones murins, une immunocompétence assurée par des DCs dérivées de monocytes et un
épiderme stratifié¢ de kératinocytes. Chaque type cellulaire provient d’un donneur différent dans
une méme série et ils sont régulicrement renouvelés entre les séries. Les images de la Figure
16 représentent un modele complet obtenu au LOEX. Avec ’aide de Quentin Muller, mon
premier objectif a ét¢ de parvenir a réaliser le transfert technologique de ce modéle dans nos
locaux a Strasbourg. Le protocole général de fabrication sera décrit dans les paragraphes

suivants et représenté schématiquement en Figure 17 (page 125).

DAPI
K14
B3-tubuline

100 pm

Figure 16 : Immunofluorescence d’un modé¢le complet obtenu au LOEX. Ces images
représentent deux coupes transversales du modéle de peau reconstruite extraites, avec son accord, de la
thése de Quentin Muller. Elles ont été réalisées a Québec, dans le laboratoire d’organogénése
expérimentale (LOEX) dirigé par le Dr Francois Berthod. (A) Les kératinocytes sont marqués en vert
avec le K14, les neurones murins en rouge avec la f3-tubuline et les noyaux cellulaires en bleu avec le
DAPI. (B) CD31 (en vert) marque les cellules endothéliales, HLA-DR (en rouge) les MonoDCs.
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2.1 Stérilisation des éponges (Jour -3)

Les éponges, ou matrices de collagéne/chitosan, sont lyophilisées en plaques 12 puits.
Elles sont fabriquées dans des conditions non stériles. C’est pourquoi la premiere étape du
protocole nécessite de les tremper une nuit en éthanol 70% dans de I’eau, mis en exces dans la
plaque a 4°C. Le lendemain, les éponges sont rincées en DMEM enrichi en antibiotiques
(300U/mL de pen/strep et 30ug/mL de gentamicine) et laissées une nuit a 37°C dans
I’incubateur. Le troisi¢éme jour, celles-ci sont lavées en DMEM puis maintenues a 37°C jusqu’a

ensemencement des cellules.

2.2 Colonisation du derme (Jour 0 a 14)

Au jour 0, 800 000 fibroblastes et 800 000 cellules endothéliales sont ensemencés par
matrice préalablement « stérilisée » selon le protocole décrit ci-dessus. La solution de cellules
est reprise dans 100puL. de DMEM et EGM 2 complets (50/50) puis ajoutée en gouttes, au centre
de I’éponge. Ces dernieres sont de suite placées 2 heures dans I’incubateur (37°C, 5% CO») afin
de permettre la pénétration des cellules. Apres ce délai, il faut rajouter 3mL de milieu DMEM
/ EGM 2 complet avec 50pug/mL d’acide ascorbique (Sigma). Pour toutes les étapes suivantes

du protocole, le milieu sera changé tous les 2 jours.

La colonisation du derme par ces cellules nécessite 7 a 14 jours de culture. Visuellement,
la prolifération des cellules s'observe par une modification progressive de la couleur du milieu,
qui grace au rouge de phénol, devient jaune a pH acide. Les éponges devront alors étre passées
en plaque 6 puits dés que ce changement de pH apparait avant 2 jours. Apres 14 jours, le derme
est colonisé a la fois par les fibroblastes, qui sécrétent leur propre matrice, et par les cellules
endothéliales, qui forment des pseudo-vaisseaux. Le milieu EGM 2 peut désormais étre arréte,

le DMEM ¢étant suffisant pour la survie des cellules endothéliales déja en place.

2.3 Innervation (Jour 14 a 21)

Au jour 14, il est nécessaire d’avoir préalablement synchronisé un accouplement de
souris BALB/c pour obtenir des DRGs d’embryons E12 a cette date. L’éponge doit étre
retournée et déposée a I’interface air-liquide sur un support adapté en plastique biocompatible,
support qui permettra le passage du milieu. Ce retournement permet d’orienter la croissance
des axones vers le milieu de culture, c'est a dire vers la surface ensemencée en fibroblastes et

cellules endothéliales, qui est maintenant en bas. Les neurones sensoriels extraits et digérés des
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DRGs sont mis en culture a 800 000 cellules par éponge. 4mL de milieu sont directement
ajoutés. Le DMEM complet, avec acide ascorbique, doit désormais a partir de ce point étre

supplémenté en NGF a 10ng/mL.

2.4 Immunocompétence (Jour 21 a 28)

Au jour 21, les modeles sont a nouveau retournés : les axones des neurones sont
maintenant dirigés vers le haut, les corps cellulaires en bas. Le support est a retirer pour que la
matrice soit immergée. 200 000 MonoDCs, MonoLCs ou MonoMacros, obtenues apres
différenciation de monocytes, sont ensemencées par éponge dans 100puL. de milieu complet.

Apres 2 heures d’incubation a 37°C, 4mL sont ajoutés.

2.5 Formation de I’épiderme (Jour 28 a 56)

Au jour 28, 800 000 kératinocytes préamplifiés a P2 ou P3 maximum sont ensemencés
selon le protocole habituel sur les éponges (dépdt en gouttes, incubation de 2 heures puis ajout
du milieu). Le milieu de culture a cette étape change pour du DMEM F12 complet, toujours
avec de I’acide ascorbique et du NGF, mais supplémenté avec 10ng/ml de facteur de croissance
épidermique recombinant humain (Epidermal growth factor, EGF ; Austral Biologicals,
AMSDbio), 0,4mg/mL d’isoprotérénol (Sigma), Smg/mL d’insuline bovine (Sigma) et 0,4mg/mL
d’hydrocortisone (Calbiochem, Milipore). Cette étape permet la prolifération des kératinocytes

sur la matrice, grace a I’EGF notamment.

Au jour 35, apres €gouttement vertical rapide sur une compresse stérile, I’éponge est,
pour la seconde fois, placée a I’interface air-liquide sur un support. La surface doit rester séche
afin de faciliter la formation de 1’épiderme par contact direct avec ’air. Le volume a déposer
doit étre précis : 3,5mL de DMEM F12 complet avec les additifs précédents, mais sans EGF
pour favoriser la différenciation des kératinocytes et non leur prolifération. La formation de
I’épiderme peut étre contrdlée visuellement par une opacification et prise en épaisseur de
I’éponge. La stratification prend 3 semaines pour étre compléte, ce qui amene le protocole au
jour 56. A partir de ce stade, I’éponge peut étre caractérisée ou stimulée pour I’expérience

requise. Elle peut se garder au maximum 1 a 2 semaines dans cet état.
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Figure 17 : Schématisation de la construction du modéle de peau complet. Le modéle de
peau reconstruite utilisé dans cette étude s’obtient en 4 grandes étapes : la colonisation de la matrice
collagene/chitosan par les fibroblastes et les cellules endothéliales, qui forment respectivement de la
matrice extracellulaire et des pseudo-vaisseaux (jour 0 a 14) ; I’innervation du derme par les neurones
murins, aprés retournement et mise a l’interface air-liquide (jour 14 a 21); I’ajout des cellules
immunitaires dérivées de monocytes (MonoDCs ou MonoLL.Cs ou MonoMacros) qui vont se répartir
dans toute I’épaisseur de I'éponge, aprés nouveau retournement et immersion (jour 21 a 28); la
prolifération des kératinocytes (jour 28 a 35) puis leur différenciation a I’interace air-liquide (jour 35 a
56). Le modele dit « complet » comprend I’ensemble de ces types cellulaires.

3. Obtention des explants de peau

Les explants de peau utilisés dans nos expériences proviennent eux aussi des déchets
opératoires d’abdominoplastie obtenus en clinique de chirurgie esthétique. Aprés pelage (1mm
d’épaisseur), des morceaux d'une surface de 4cm? sont découpés au scalpel. Ils sont mis en
culture en plaque 6 puits sur un filtre de 40pm avec 6mL de RPMI complet. Le contexte pro-
inflammatoire induit par la section chirurgicale permet la migration progressive vers le milieu
des principales cellules immunitaires de la peau (cellules dendritiques, lymphocytes T), c’est la
technique du crawl-out. Aprés 3 jours de culture, le surnageant, qui contient les cytokines

produites par I’explant et les cellules migrantes, est récolté.
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4. Stimulation des modéles
4.1 Réactifs

Dans cette étude, nous avons tenté de reproduire certaines caractéristiques initiales de
DA avec 3 mod¢les : les explants de peau, les MonoDCs en 2D et la peau reconstruite. Les
réactifs utilisés ont €té choisis d’apres la littérature selon leur capacité a induire de la TSLP

dans les kératinocytes et/ou a orienter en Th2, par I’intermédiaire des DCs, chez la souris ou

I’homme (Tableau II).

Dénomination Classification Concentration utilisée Effets Références
IL1B Cytokine de TSLP 2D, 3D et | Bernard et al.,
. 60ng/mL
(Peprotech) I’inflammasome explant) 2017
Heat killed Ratio de 50 bactéries
S. aureus Agoniste TLR2 par cellule stimulée TSLP (2D) Vuetal., 2010
(InvivoGen) (50:1)
SLIGKV )
] Wilson et al.,
(Plateforme Agoniste PAR2 500uM TSLP (2D) SE
interne)
Calcitriol
(R&D) Analogues 200 nM TSLP + Th2
. Lietal, 2006
Calcipotriol vitamine D3 ou 6nmol (créeme) (souris)
(Leo Pharma)
1L-4 . TSLP +Th2 (2D, | Bogiatzi et al.,
Cytokine Th2 50ng/mL
(Peprotech) 3D, explant) 2007
TSLP ) Soumelis et al.,
Alarmine 50ng/mL Th2 (controle +)
(R&D) 2002
LPS Magram et al.,
Agoniste TLR4 0,1pg/mL Thl (contrdle -)
(InvivoGen) 1996
Capsaicine . Activation
Agoniste TRPV1 100pM ) Darré et al., 2015
(Sigma) neurone sensoriel

Tableau II : Réactifs utilisés pour la stimulation des modéeles

Les modéles de cette étude sont stimulés dans le but de reproduire certaines caractéristiques initiales de
la DA : synthése de TSLP, orientation Th2, activation des neurones sensoriels. D’aprés 1’étude de la
littérature IL-4, IL-1B, S. aureus inactivé par la chaleur (Heat Killed S. aureus, HKSA), SLIGKYV et les
analogues de la vitamine D3 (calcitriol, calcipotriol) sont susceptibles d’induire a la fois une production
de TSLP et/ou une orientation Th2. La TSLP et le LPS sont utilisés comme contrdle Th2 et Thl

respectivement, la capsaicine est un contrdle positif pour l'activation des neurones.
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Les modeles 3D (explants de peau, peau reconstruite) sont stimulés pendant 3 jours, les
cellules en 2D (MonoDCs) seulement pendant 24h. A la fin de la stimulation, les surnageants
sont congelés a -20°C, les cellules sont soit fixées pour I’immunofluorescence, soit analysées

par cytométrie en flux, soit utilisées pour la réaction mixte lymphocytaire (MLR).

4.2 Réaction mixte lymphocytaire

Dans nos expériences, 20 000 DCs (MonoDCs, DCs migrantes de 1’explant) sont mises
en culture avec 200 000 LT CD4+ naifs d’un donneur différent en milieu RPMI complet,
supplémenté non pas en SVF, mais en 10% SH (sérum humain) en plaque 96 puits pour un
volume final de 200uL. Les T CD4+ naifs avant d’étre ajoutés aux DCs sont marqués au
Carboxyfluorescein succidinyl ester (CFSE) a 0,5uM (Invitrogen/Molecular probes) pendant
10 minutes au bain-marie a 37°C et a ’abri de la lumicre. Le CFSE est un marqueur qui sera
perdu par les cellules proliférantes. Aprés 7 jours, les LT sont analysés par cytométrie en flux.
Une partie de ces LT est remise en culture 24h en PMA/ionomycine afin de stimuler la

production en cytokines pour I’ELISA.

5. Analyse des modéles
5.1 Explants de peau et MonoDCs

Les analyses réalisées sur les explants de peau et les MonoDCs (immunofluorescence,
cytométrie, qPCR, ELISA) ont été effectuées selon les protocoles décrits dans la section
Matériel et méthodes de la publication en Partie A. Les ELISA IL-6 et IL-8 (BD Biosciences)

non présents dans cette publication ont été réalisées suivant les recommandations du fabricant.

5.2 Mode¢le de peau reconstruite

Le mod¢le de peau reconstruite est fixé en paraformaldéhyde (PFA) et congelé en milieu
Optimal cutting temperature (OCT) selon un protocole identique a 1’explant de peau. Les
surnageants sont ¢galement conservés a -20°C. Certains modeles ont été digérés 2 heures avec
3mg/mL de collagénase D (Roche), 30pg/mL de DNase I en RPMI 2% SVF sous agitation a
37°C. Si indiqué, un gradient Ficoll a été effectué juste apres la digestion pour éliminer la

majorité des débris et enrichir en cellules immunitaires.
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5.3 Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyennes + €cart type centré sur I’erreur standard de la
moyenne (Standard error of the mean, SEM). Les tests statistiques ont été effectués avec le
logiciel GraphPad Prism (GraphPad). La normalité a été évaluée avec le test d’Agostino-
Pearson. En fonction du résultat, un test appari¢ paramétrique (test t de Student) ou non
paramétrique (test de Wilcoxon) a été réalis€. Les valeurs inférieures a p < 0.05 sont considérées

significatives.
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RESULTATS

Dans la Partie A, nous avons mis en évidence que la supplémentation en vitamine D3
sur la peau induit, comme chez la souris, des mécanismes qu’on peut juger proches des étapes
d’initiation de la DA avec une production de TSLP et une orientation Th2 facilitée par les DCs.
Nous avons pour objectif dans cette theése de construire un modele in vitro de DA précoce, en
nous basant sur ces deux criteres. C’est pourquoi nous avons stimulé notre mod¢le de peau avec
de la vitamine D3, mais aussi avec d’autres molécules connues pour favoriser la production de
TSLP et/ou les réponses Th2. Des expériences ont été réalisées en parallele sur des explants de

peau et des MonoDCs en culture 2D afin de choisir le meilleur stimulus pour notre étude.

1. Transfert et reproduction du modéle

Le modele de peau reconstruite stratifié, innervé, vascularisé et immunocompétent
choisi pour cette étude a été mis en place au LOEX par le Dr. Frangois Berthod en collaboration
avec notre équipe CNRS UPR3572. Avec I’aide de Quentin Muller, doctorant en cotutelle entre
nos deux laboratoires, mon premier objectif lors de mon arrivée fin 2016 a été de contribuer au

transfert technologique du modéle congu a Québec a partir de cellules saines.

1.1 Derme et épiderme

A partir de matrices en collagéne/chitosan fournies par le LOEX, nous avons débuté nos
essais par un ensemencement de fibroblastes et de kératinocytes. Selon le protocole initial et
encore en place a Québec, la culture des kératinocytes s’effectue en 2D sur une lignée de
fibroblastes murins 3T3 irradiés. En effet, ils ont un réle nourricier indispensable pour les
kératinocytes. Cette étape, longue et nécessitant la synchronisation de plusieurs cultures
cellulaires, a ét¢ remplacée par I'utilisation d’un milieu CnT-Prime (CellnTec) suffisamment
complet pour nous dispenser de [’'usage de 3T3. Il était donc important de contrdler la capacité
de ces kératinocytes, amplifiés dans un nouvel environnement, a fournir un épiderme une fois

disposé en 3D sur une matrice dermique colonisée par des fibroblastes.
Les images qui suivent (Figure 18) représentent 1’aspect d’un derme et d’un épiderme

obtenu apres 6 semaines de culture sur I’éponge (2 semaines avec les fibroblastes, 4 semaines

avec les kératinocytes).
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Figure 18: Immunofluorescence d’un derme et épiderme reconstruit. Ces images
représentent des coupes transversales du derme et de I’épiderme reconstruit apres 6 semaines de culture.
La K14 (rouge) est présente dans toutes les strates de I’épiderme. La K10 (vert) est elle, comme attendue,
limitée aux couches supra-basales, et la FLG (gris) a la couche cornée.

En I’absence de marqueurs spécifiques, les fibroblastes sont reconnaissables dans la
partie inférieure du modele par le marquage du noyau avec le DAPI. Ils sont répartis de maniére
homogene dans la matrice. Les kératinocytes peuvent s’identifier par le marquage des kératines,
comme K14 et K10. On peut aisément constater une stratification de I’épiderme en plusieurs
couches, méme si celles-ci semblent moins nombreuses que dans un épiderme humain normal
(Figure 19). De plus, dans la peau, K14 est exprimé uniquement dans la couche basale

proliférante (Introduction Chapitre I, Figure 1).
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Dans notre modéele, I’ensemble des couches expriment K14, ce qui suggeére un état
précoce de différenciation. A ce niveau dans ’épiderme, les kératinocytes devraient étre
différencié¢s. Cependant, cette expression aberrante du K14 n’est pas inhabituelle pour un
modele de peau reconstruite de pleine épaisseur (Blais et al., 2014). De plus, les couches
supérieures de notre modele expriment bien la K10 (marqueur des couches granuleuses et
épineuses) et la FLG (marqueur de la couche cornée) ce qui semble confirmer qu’un processus

de différenciation est bien mis en place.

Figure 19 : Immunofluorescence d’une peau normale. Coupe transversale d’une peau normale
humaine. Le marquage K14 (rouge) permet bien de distinguer la couche basale proliférative, K10 (en
vert) les couches supra-basales, DAPI (en bleu) les noyaux cellulaires.

Avec un regard rétrospectif sur I’ensemble des modeles reconstruits réalisés durant cette
thése, nous avons constaté une certaine variabilité dans la qualité de I’épiderme obtenu, avec

des épidermes parfois trés fins. Des exemples seront montrés dans les paragraphes suivants.

1.2 Vascularisation et immunocompétence

Avant I’ajout des cellules endothéliales dans le derme, une longue étape d’optimisation
de leur culture en 2D a été nécessaire. En effet, comme évoqué brievement plus haut (Matériel
et méthodes Partie B, 1.4), la principale difficulté dans la mise en place de ces cultures réside
dans I’équilibre entre le nombre de cellules endothéliales et de fibroblastes contaminants a
croissance plus rapide. Le protocole d’extraction a partir de tissu humain établi a Québec par
simple grattage du derme n’a pas été reproductible dans nos locaux, c’est pourquoi pour un
rendement optimal nous avons procédé par digestion totale du derme et purification magnétique

des cellules CD31+.
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Une fois enrichies a 70% minimum et amplifiées dans des flasques enrobées en gélatine,
les cellules endothéliales sont ensemencées sur la matrice au jour 0, en méme temps que les
fibroblastes. Ces cellules s’associent entre elles dans le derme pour former des structures
caractéristiques, qu’on assimile a des pseudo-vaisseaux (Figure 20). Ces derniers sont
¢videmment différents d’un vaisseau normal, il n’existe pas de véritable lumiére et ces
structures ne supporteraient donc pas de flux. Néanmoins, la survie des cellules endothéliales
dans notre modele, ainsi que leur capacité¢ a y former des structures cohérentes avec leur

fonction refléte leur intégration adéquate.

DAPI
K14

Figure 20 : Immunofluorescence d’un modéle vascularisé. Ces images permettent de visualiser
la configuration en pseudo-vaisseaux prise par les cellules endothéliales identifiées par le CD31 (en
vert) dans le modele apres 56 jours de culture en (A) coupe transversale ou (B) et (C) vue du dessous.

Le DAPI (bleu) marque les noyaux et K14 (rouge) I’épiderme qui, sur cet exemple, est anormalement
fin.

En initiant sa collaboration avec le LOEX, notre équipe avait pour ambition de
contribuer a perfectionner ce modele en y ajoutant une fonction d’immunocompétence. Le

choix s’est port¢ sur des cellules présentatrices d’antigene dérivées de monocytes, qui
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représentent un bon compromis entre fidélit¢ aux DCs de la peau et facilité d’obtention. Le
protocole initial a été élaboré avec des MonoDCs mais grace a la plasticité des monocytes in
vitro, nous avons pu le faire évoluer en y intégrant des MonoLCs ou des MonoMacros. Nous
avons di optimiser leur différenciation et leur caractérisation 2D avant de pouvoir les
ensemencer sur nos ¢ponges (Matériel et méthodes Partie B, 1.4). C’est pourquoi, méme si

des tests préliminaires en 3D ont été réalisés, ces expériences nécessitent encore d’étre répétées.

La Figure 21 ci-dessous illustre un modele contenant des MonoDCs. Ces dernieres
semblent, comme attendu, se disséminer dans toute 1’épaisseur du derme. Des résultats
préliminaires obtenus dans notre équipe par Quentin Muller suggerent, pour une bonne

répartition des MonoDCs, I'importance de la présence de cellules endothéliales.

DAPI

CD31
HLA-DR K

Figure 21 : Immunofluorescence d’un modéle immunocompétent. Un modele stratifié,
vascularis¢ et immunocompétent est caractérisé apres 56 jours de culture. (A) coupe transversale, (B) et
(C) vue du dessous. Les MonoDCs sont marquées en rouge (HLA-DR), les vaisseaux en vert (CD31),
I’épiderme en jaune (K14) et les noyaux en bleu (DAPI).
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2. Mesure de la production de cytokines
2.1 TSLP

Comme discuté dans I’introduction, les 1ésions de DA se caractérisent par I’expression
prédominante de TSLP (Soumelis et al., 2002). Cette cytokine, qui appartient a la famille des
alarmines, est libérée majoritairement par les kératinocytes de 1’épiderme apres perception d’un
signal de danger. Elle a émergé au fil du temps comme un initiateur clé dans la réponse Th2 et
dans lallergie (Liu et al., 2006). Afin de construire un modele des phases initiales de DA, nous
avons choisi parmi la littérature différents inducteurs connus de TSLP in vitro 2D ou 3D chez
I’homme, in vivo la souris (Matériel et Méthodes Partie B, 4.1). Notre mod¢le intégrant des
kératinocytes, nous avons souhaité tester sa capacité a produire des cytokines, notamment la
TSLP, par mesure dans le surnageant apreés stimulation de 3 jours. Dans le but de vérifier la
pertinence de notre modele, ces stimuli ont été également utilisés sur des explants de peau

normale et des MonoDCs en 2D, apres 3 jours ou 24h de culture respectivement (Figure 22).

En accord avec les données de la littérature sur des modeles 3D de peau reconstruite
(Danso et al., 2014 ; Bernard et al., 2017) nous retrouvons dans nos éponges une libération de
TSLP en quantité significative apres stimulation de 3 jours par IL-4 (330pg/mL en moyenne)
et [IL-1PB (1900pg/mL) (Figure 22A). La production induite par IL-4 est observable ¢galement
dans un explant de peau normale (590pg/mL). De facon inattendue, nous ne sommes pas
parvenus a retrouver de la TSLP induit par IL1P dans I’explant de peau, comme 1’ont pourtant
observé Bernard M. et al. (Bernard et al., 2017) (Figure 22B).

Des données précédemment publiées (Wilson et al., 2013 ; Vu et al., 2010) décrivent
une libération de TSLP induite sur une culture 2D de kératinocytes primaires par stimulation
du récepteur PAR2 avec I’agoniste SLIGKV ou en présence de HKSA. Toutefois, nous n’avons
pu reproduire ces résultats dans nos modeles 3D. De méme, la stimulation LPS n’induit pas de
TSLP (Figure 22A,B).

Contrairement a ce que nous avons démontré sur des explants de peau humaine (Figure
22B et Publication Partie A) la vitamine D3 (calcitriol ou calcipotriol en application topique)
n’induit aucune libération significative de TSLP dans le modele de peau reconstruite (23pg/mL

en moyenne avec le calcitriol, contre 92pg/mL dans I’explant stimulé) (Figure 22A).
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Figure 22 : Production de TSLP. La libération de TSLP est mesurée dans le surnageant (A) d’une
peau reconstruite ou (B) d’un explant de peau apres stimulation avec les réactifs suivants : les analogues
de vitamine D3 (calcitriol, calcipotriol), une cytokine Th2 (IL-4), la cytokine de I’inflammasome IL1p,
un agoniste PAR2 (SLIGKYV), S. aureus inactivé par la chaleur (HKSA) et le LPS. Nous n’avons pas
observé de synthése de TSLP par les MonoDCs (n=3) pour I’ensemble des réactifs testés (données non
présentées). Les résultats sont visualisés en moyenne £ SEM. Les tests statistiques sont réalisés en
fonction du contrdle non stimulé (NS). ns (non significatif), * p<0,05 **p<0,001 ****p<0,0001 selon

un test de Wilcoxon.

2.2 IL-8 et IL-6

IL-8 et IL-6 sont deux médiateurs solubles pro-inflammatoires qui peuvent étre produits
par les kératinocytes et les fibroblastes (Nozaki et al., 1992), présents dans notre modele. Bien
que le role de ces molécules, apparaissant dans de nombreux types d’inflammations cutanées,
n’ait été que peu étudié dans la DA, le blocage du récepteur IL-6R avec un anticorps a déja
montré une efficacité en clinique sur 3 patients a forme IgE-dépendante, avec une amélioration
du score EASI apres 3 mois de traitement (Navarini et al., 2011). Nous avons surtout voulu
avec ces expériences nous assurer de la capacité de notre modele a relarguer d’autres cytokines
que la TSLP, mais également évaluer son état inflammatoire.
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Nous observons dans la peau reconstruite non traitée une quantité non négligeable d’IL-
8 (55ng/mL en moyenne) et d’IL-6 (51ng/mL) (Figure 23A). A titre comparatif, dans I’explant
de peau non stimulé, on retrouve une concentration en IL-8 plus forte (74ng/mL). L’IL-6 est
produite de maniére encore beaucoup plus importante (640ng/mL) (Figure 23B). Le mod¢le

reconstruit semble donc présenter un biais pro-inflammatoire plus réduit que les explants.
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Figure 23 : Production d’IL-8 et IL-6. Cette figure illustre la mesure par ELISA d’IL-8 et IL-6
réalisée sur (A) le modéle de peau reconstruite et (B) les explants de peau apres 3 jours de stimulation.
ND (non déterminé) signifie que la condition n’a pas été¢ faite. Les données sont représentées en
moyenne + SEM. Les tests statistiques sont réalisés pour les échantillons supérieurs a n=3, en
comparaison avec le contrdle non stimulé (NS). ns (non significatif), *p<0,05 **p<0,001 selon un test
de Wilcoxon.

Aucune différence significative n’est constatée selon les stimuli appliqués pour IL-8
dans le mod¢le reconstruit, méme s’il existe une tendance a 1’augmentation en présence d’IL13
(p=0,052) (Figure 23A). Toutefois, il faut noter que certaines stimulations n’ont pu étre
répétées suffisamment pour réaliser des tests statistiques fiables. Il en est de méme pour
I’explant, mis a part une réduction significative (* p<0.05) avec 1’agoniste SLIGKV (Figure
23B). Pour IL-6, seul IL1B induit dans le modele reconstruit une production significative en
comparaison a la condition NS (Figure 23A). Dans I’explant on retrouve également une
tendance a I’augmentation (p=0,056) avec IL1p. Les analogues de la vitamine D3 accentuent le

relargage en IL-6 (* p<0,05 pour calcitriol, ** p<0,001 pour calcipotriol) alors que I’'IL-4 et le
SLIGKYV le réduisent (* p<0,05) (Figure 23B).

136



Résultats

3. Analyse du phénotype des DCs

Une fois les cellules dérivées de monocytes (MonoDCs, MonoLL.Cs ou MonoMacros)
intégrées et le modele arrivé a son terme, soit 56 jours de culture totale, nous n’avons pas
observé ces cellules dans le surnageant, a I’opposé des DCs de peau migrant spontanément hors
des explants de peau cultivés. Méme aprées 3 jours de stimulation par les différents réactifs du
Tableau II (Matériel et méthodes, Partie B, 4.1), les MonoDCs, MonoLCs et MonoMacros
ne semblent pas migrer. Nous avons tenté d’orienter leur mobilité par ajout dans le surnageant
de 250ng/mL de CCL21, chimiokine responsable de la migration des DCs vers les vaisseaux
lymphatiques, mais sans résultat (n=2). Les marquages par immunofluorescence réalisés sur les
cellules présentes dans le surnageant ne mettent en évidence que des fibroblastes HLA-DR-
CD14- (données non présentées), confirmant que les MonoDCs ne migrent pas plus tot dans la

culture et ne sont donc pas perdues lors des changements de milieu.

A D’heure actuelle, seul le marquage HLA-DR fonctionne pour identifier les MonoDCs
dans les sections du modele de peau reconstruite. Nous ne sommes pas parvenus a retrouver
des marqueurs attendus, comme le CD1a, que nous utilisons pourtant régulierement avec succes
pour analyser les DCs dans des explants de peau. C’est pourquoi, dans le but de caractériser le
phénotype des DCs et de les récupérer pour analyser leur fonction, nous avons reproduit et
expérimenté différents protocoles de digestion tissulaire. Nous avons arrété notre sélection sur
un protocole avec 3mg/mL de collagénase D et 30pg/mL de DNase I de 2 heures en RPMI 2%
SVF sous agitation a 37°C. Avec ce protocole, nous comptons en moyenne 500 000 cellules
vivantes par éponge. Apreés analyse par cytométrie en flux des cellules digérées sur nos
différents modeles avec MonoDCs, MonoL.Cs ou MonoMacros (Figure 24A, page suivante)
nous n’observons que 20 a 30% de cellules vivantes. Cela suggére une proportion non
négligeable de débris et de cellules mortes, possiblement des cornéocytes comme c’est le cas
apres la digestion d’un explant de peau. Afin d’optimiser ce protocole, nous avons décidé de
réaliser une séparation en gradient de Ficoll immédiatement aprés la digestion. Nous
enrichissons ainsi en cellules vivantes de densité comparable aux monocytes. Comme illustré
en Figure 24B, avec ce gradient nous observons maintenant presque 80% de cellules vivantes,

pour un total d’environ 100 000 cellules comptées par éponge.
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Figure 24 : Digestion des modeles reconstruits. Comparaison par cytométrie des cellules
récoltées apres digestion enzymatique d'éponges NS (non stimulées) contenant des MonoDCs,
MonoLCs ou MonoMacros. Les cellules obtenues (A) avant ou (B) apres gradient de Ficoll sont
représentées en fonction de I’expression du marqueur de mort (FVD-eBi0450) et de la taille (FS-A). (C-
D) Expression de HLA-DR et CD14 sur les cellules vivantes de mod¢les (C) NS ou (D) stimulés 3 jours
avec du calcitriol apres digestion et séparation par Ficoll (a I’exception du modéle avec MonoMacros).

Parmi ces cellules, dans les modéles avec MonoDCs, nous obtenons moins de 2% de
cellules HLA-DR+ (n=3) (Figure 24C). De facon surprenante, ces cellules coexpriment le
CD14, qui est pourtant, avant ensemencement sur matrices, faiblement exprimé car perdu lors
de la différenciation a partir de monocytes. On remarque également un pourcentage assez
important de cellules HLA-DR- et CDI14+ (36,1%). L’identification de ces dernicres
représentera 1’un des enjeux des prochaines expériences de digestion du modéle aprés mon
départ. Les cellules obtenues a partir de peau reconstruite avec MonoLCs sont elles aussi en
partie HLA-DR- et CD14+. Le pourcentage de cellules HLA-DR+ CD14+ est supérieur dans
cette analyse (15,3%). Enfin, nous avons réalisé la digestion d’un mod¢le avec MonoMacros,
qui donne un peu moins de 6% de cellules HLA-DR+ CD14+, et une population HLA-DR-

CD14+ plus discrete (digestion faite sans Ficoll, n=1). Méme si ces résultats sont treés
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préliminaires, ils portent a croire que les MonoLCs et MonoMacros sont plus facilement
isolables apres digestion que les MonoDCs. On peut aussi imaginer que les marqueurs sont
mieux conserves.

Une éponge avec MonoDCs et une autre avec MonoLCs ont été stimulées 3 jours avec
du calcitriol puis digérées afin d’en analyser les cellules immunitaires survivantes (Figure
24D). En comparant au controle NS (Figure 24C), on remarque a la fois une augmentation du
pourcentage de cellules HLA-DR- CD14+ (mode¢le avec MonoDCs et MonoLCs) et de cellules
doubles positives HLA-DR+ CD14+ (avec les MonoLCs uniquement). Ces données semblent
cohérentes avec 1’augmentation de I’expression du CD14 observée sur des MonoDCs et des
DCs d’explant de peau apres traitement a la vitamine D3 démontrée dans la Partie A des

résultats.

Bien évidemment, le manque de répétition est a prendre en compte dans ces analyses,
rendues complexes par le temps nécessaire pour l’obtention du modele. Néanmoins, ces
résultats représentent une véritable avancée, car, jusqu’a présent, nous n’avions que trés peu
d’informations sur le devenir des cellules dérivées de monocytes dans les éponges, et
notamment sur leur conservation des marqueurs de différenciation. Devant 1’absence de
migration et la difficult¢é de marquage par immunofluorescence, la digestion des modéles

semble prometteuse pour une analyse plus poussée de ces cellules.

4. Orientation de LT CD4+ naifs

Une partie de I’introduction de ce manuscrit insiste sur le role central de la réponse Th2
dans la physiopathologie initiale de la DA (défaut de barriere, inflammation et prurit) et en
particulier de la cytokine IL-13, concordant cliniquement avec I’efficacité des nouveaux
traitements bloquant son récepteur. Pour obtenir notre modéle de DA, nous avons pour objectif
de reproduire une réponse Th2 IL-13+ dans la peau reconstruite (modele avec MonoDCs dans
un premier temps). Nous avons d’abord souhaité obtenir plus de recul sur la capacité des
MonoDCs en culture 2D et des DCs migrantes d’explant de peau a induire des T helper (Th)
avant de passer a I’évaluation de DCs issues de la peau reconstruite. Comme décrit dans la
section Matériel et méthodes, le protocole de MLR permet de traduire 1’effet global des signaux
recus par la DC en évaluant sa capacité a orienter des LT CD4+ naifs allogéniques. Ce protocole
nous autorise donc indirectement a déterminer la réponse des LT aux conditions testées sur nos

modeéles.
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C’est pourquoi, a I’aide des réactifs décrits comme inducteurs TSLP et/ou Th2, nous
avons stimulé 3 jours les explants de peau ou 24h les MonoDC:s, puis récoltées ces cellules pour
les mettre en MLR avec des LT CD4+ naifs. La Figure 25 en page suivante représente 1’analyse
par cytométrie en flux du profil de ces LT aprés 7 jours. Les cellules vivantes sont
présélectionnées selon leur expression de CD3 et CD4. Les Thl sont définies comme [FNy+
(histogramme du bas, points gris) et les Th2 comme IFNy- et IL-13+ (histogramme du haut,

points blancs).

Le role de la TSLP dans la capacité des DCs a orienter des T naifs en Th2 IL-13+ est
bien décrit dans la littérature, notamment avec des DCs sanguines (Soumelis et al., 2002). Nous
observons effectivement une augmentation de la différenciation en Th2 avec la TSLP,
significative pour les explants de peau (* p<0,05), mais pas pour les MonoDCs (p=0,15). Le
pourcentage de LT Th1 a en revanche tendance a diminuer (p=0,069 pour les explants, p=0,11
pour les MonoDCs). A I’inverse le LPS, connu comme pro-Thl (Magram et al., 1996 ;
Pattarini et al., 2017) induit sur les MonoDCs une diminution de la capacité d’orientation en
Th2 et une augmentation de celle en Thl (* p<0,05). Le manque de répétition avec le LPS sur

les explants de peau (n=2) ne permet pas de tirer de conclusion (Figure 25A,B).

Comme démontré dans le manuscrit présenté en Partie A, la vitamine D3 induit une
augmentation Th2 et une réduction Thl avec les explants et les MonoDCs, de facon plus
marquée pour ces dernieres. L’IL-4, décrite comme pro-Th2 et inhibant la différenciation Thl
(Swain et al., 1990 ; Lopez-Bravo et al., 2013), présente en effet ces propriétés lorsqu’elle est
testée sur les explants (* p<0,05). Une tendance semblable est observée avec les MonoDCs.
IL1B, SLIGKV et HKSA induisent peu de différences, malgré une production de TSLP évoquée

dans la littérature mais non confirmée dans nos expériences sur les explants (Figure 25A,B).
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Figure 25 : MLR avec MonoDCs et DCs d’explant de peau. Analyse par cytométrie en flux des
LT CD4+ apres MLR avec (A) des DCs migrantes de I’explant de peau, (B) des MonoDCs stimulées en
2D. Les données sont représentées en moyenne = SEM. Les tests statistiques sont réalisés pour les
¢chantillons supérieurs a n=3, en comparaison avec le contrdle non stimulé (NS). ns (non significatif) *
p<0,05 **p<0,001 ***p<0,001 ****p<0,0001 selon un test t de Student.

Le modéle de peau reconstruite de notre étude est considéré comme immunocompétent
car il inclut des MonoDCs. Cependant, il ne contient pas de lymphocytes T car leur ajout direct
présenterait un risque d’alloréaction envers les cellules du modele provenant d’un donneur
différent. En revanche, les MonoDCs incluses dans le modéle conservent leur role de sentinelle
et devraient voir leur capacité d’activation et d’orientation modulées par des stimuli pergus
directement ou via les autres cellules de I’environnement (kératinocytes, fibroblastes,

endothéliales).

Considérant ’absence de migration des MonoDCs hors du modele reconstruit
(Résultats Partie B, 3), nous avons réalisé une MLR par coculture de LT avec des MonoDCs

obtenues apres digestion d’une peau reconstruite, comprenant épiderme et derme vascularisé,
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exposée ou non au calcitriol pendant 3 jours (ratio de 1 MonoDC pour 10 LT ; n=1 ; Figure
26). On observe ainsi que la survie des LT apres 7 jours est bonne (environ 75% en moyenne ;
Figure 26A). Cependant, seule une faible fraction de ces cellules est proliférante (moins de
2% ; Figure 26B). De plus, ces LT produisent peu de cytokines avec ou sans calcitriol (Figure

26C). Pour le moment, seuls IFNy et IL-13 ont été étudiées, il s’agit donc d’un résultat a

confirmer.
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Figure 26 : MLR avec MonoDCs de peau reconstruite. (A-C) Analyse par cytométrie en flux
du profil des LT CD4+ naifs marqués au CFSE aprés une semaine de MLR avec des MonoDCs obtenues
apres digestion d’un modéle de peau. (A) Les LT CD4+ vivants sont sélectionnés selon la présence du
CD4 et un faible marquage par le Fixable Viability dye (FVD-eBio450). (B) Sur cette population est
déterminé le pourcentage de cellules proliférantes CFSE low et (C) I’expression intracellulaire d’IFNy
et IL-13.

5. Innervation

L’intégration de neurones dans le modele de peau reconstruite représente la prochaine
¢tape de I’avancée du modele de DA, en effet comme la section dans les explants de peau
conduit a la mort de ces derniers, seul le modéle reconstruit permet de conserver des neurones
fonctionnels. A ’heure actuelle, des tests préliminaires pour ajouter des neurones murins dans
un modele complet ont déja été réalisés. Cependant, nous n’avons pas encore effectué¢ toutes
les immunofluorescences nécessaires pour confirmer leur intégration et leur présence en fin de
culture. La Figure 27 illustre la seule image que nous avons pour le moment de 1’innervation

d’un de nos modeles, méme si un bruit de fond important du collagéne est constaté.
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0 pm

Figure 27 : Immunofluorescence d’un modele innervé. Image représentative d’un modele
innervé aprés 56 jours de culture, en vue du dessous. La f3-tubuline des neurones est marquée en rouge
et le DAPI en bleu.

Nous n’avons pas encore pu tester les inducteurs de TSLP sur ces modéles innervés afin
d’étudier a la fois la communication des neurones avec les autres cellules, ou la densité de
I’innervation. Seules 3 éponges ont ét¢ stimulées avec la capsaicine, agoniste TRPV1 sur les
neurones, contribuant au relargage de neuropeptides SP et CGRP et a la production de cytokines
pro-inflammatoires sur des cellules épithéliales bronchiques (Veronesi et al., 1999) (Figure
28). La présence d’IL-6 et d’IL-8 a été retrouvée par ELISA mais sans différence significative
avec le controle NS (Figure 28A,B). Il faut toutefois prendre en considération que la présence

de neurones dans ces ¢éponges n’a pas encore ¢€té confirmée en paralleéle par

immunofluorescence.
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Figure 28 : Production d’IL-8 et IL-6 dans le modéle innervé. Mesure par ELISA de la
libération (A) d’IL-8 et (B) IL-6 en ng/mL, réalisée sur des modéles reconstruits complets avec neurones
murins, apres stimulation de 3 jours par la capsaicine. Les données sont représentées en moyenne =
SEM. Les tests statistiques sont réalisés en fonction du contrdle non stimulé (NS) : ns (non significatif)
selon un test t de Student.
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DISCUSSION

1. Pertinence du modéle de base

Le transfert technologique du modele de peau reconstruite dans notre laboratoire a été
un véritable défi. Nous avons di, comme décrit plus tot dans ce manuscrit, mettre en place et
adapter les protocoles d’isolation de cellules primaires, notamment pour les cellules
endothéliales, les kératinocytes ou les neurones murins. D un point de vue strictement pratique,
a cause de travaux a ’IBMC, nous avons di déplacer nos cultures en début de theése vers les
locaux de I’'UMR 7200 a la faculté de Pharmacie d’Illkirch-Graffenstaden, au sein de 1’équipe
du Dr. Nelly Frossart. Avec 1’aide séquentielle de Quentin Muller, qui a effectué plusieurs longs
sé¢jours chez nos collaborateurs québécois, nous avons dans un premier temps tenté de
reproduire le modéle a partir de cellules saines sur des matrices collagéne/chitosan élaborées

outre-Atlantique.

1.1 Qualité de I’épiderme

Comme constaté sur certaines des immunofluorescences, 1’épiderme obtenu en fin de
culture n’est pas homogene sur un critére d’épaisseur. Il est également souvent plus fin qu’un
épiderme normal. Comme nous utilisons un donneur différent a chaque série, ce qui n’est pas
le cas a Québec, on peut suggérer une variabilit¢ donneur-dépendante de la capacité des
kératinocytes a produire un épiderme. Pourtant, parfois au sein d’'une méme série, nous avons
aussi observé des différences. Les éponges collagene/chitosan étant coulées a la main, nous
savons par expérience qu’il existe une légere variabilité entre les matrices, certaines peuvent
par exemple se rompre spontanément pendant la culture. De plus, nous avons travaillé pendant
ces 3 années a partir d’un méme lot d’éponges et nous manquons de recul quant a leur
conservation. C’est pourquoi notre équipe a commencé il y a quelques mois a produire sur place
de nouvelles matrices, qui sont actuellement en cours d’évaluation.

Par-dela le critére assez subjectif de 1’épaisseur, nous avons comparé avec une peau
normale la qualité de stratification et de différenciation de 1’épiderme. Avec 1’aide des
marqueurs K14 (couche basale proliférative), K10 (couche épineuse) et FLG (couche cornée)
nous distinguons tout de méme plusieurs assises de kératinocytes. La couche inférieure exprime
K14, ce qui suggere un état peu différencié des kératinocytes, en accord avec une peau normale.
Les strates supérieures montrent du K10, démontrant qu’un processus de différenciation est

engagé. Cette observation est confirmée par la présence d’une couche cornée, plus ou moins

144



Discussion

¢épaisse selon les lots, positive pour la FLG. En désaccord avec une peau normale, nous avons
constaté que les kératinocytes des couches supérieures expriment encore le K14, cela suppose
qu’ils conservent certaines caractéristiques de kératinocytes basaux. Ce résultat est aussi
retrouvé chez nos collaborateurs québécois et serait fréquent pour ce type de modele (Blais et
al., 2014). On peut supposer que le kératinocyte ne recoit probablement pas in vitro I’ensemble
des signaux nécessaires a sa différenciation compléte. Il peut s’agir d’un défaut de stimulation
mécanique, d’une perturbation du gradient de calcium, ou d’une déficience provenant des
fibroblastes comme nous le discuterons dans le paragraphe suivant. De plus, comme nous avons
adapté la culture 2D de kératinocytes en milieu CnT-PR sans fibroblastes murins nourriciers
(3T3), nous ne pouvons pas exclure que cette méthode ne soit pas optimale pour les
kératinocytes, méme si cette hypothése n’est pas privilégiée au vu du retour d’autres
utilisateurs. Il sera nécessaire de choisir des marqueurs de différenciation complémentaires pour
connaitre plus en détail 1I’épiderme obtenu avec le marquage éventuel du K5 basal, du K1 pour

la couche épineuse, INV et LOR dans la granuleuse.

Simultanément a un changement de lot de SVF, utilisé dans I’ensemble des cultures en
amont et pendant la construction du mod¢le, nous avons observé une dégradation encore plus
importante de la qualité de nos épidermes, allant parfois jusqu’a leur absence totale. Nous avons
pris conscience a ce stade de I’'importance du role des fibroblastes pour fournir aux
kératinocytes une bonne assise pour 1’épidermisation. En effet, nous avons constaté dans nos
cultures 2D de fibroblastes un rendement plus faible et un changement morphologique, avec
des cellules plus « étalées », suggérant une différenciation en myofibroblastes, peut-&tre liée a
une concentration accrue de TGF-B dans le sérum (Janson et al., 2014). De plus, nos cellules
¢tant isolés du derme profond (partie non pelée par le dermatome, soit une perte de Imm
d’épaisseur), les cultures sont probablement enrichies en fibroblastes réticulaires. Or, ce sont
les fibroblastes papillaires du derme supérieur qui produisent une matrice extracellulaire dont
la composition permet un ancrage optimal des kératinocytes basaux (Mine et al., 2008). C’est
pourquoi nous envisageons a présent d’établir une méthode pour les purifier. Leur maintien en
culture est toutefois difficile sur le long terme, car d’apres la littérature ils se différencient
progressivement en réticulaires (Janson et al., 2013). Des études phénotypiques apres digestion
et/ou culture prolongée sont en cours dans notre équipe, utilisant CD26 et CD39 pour marquer
les fibroblastes papillaires, CD36 et CD90 pour les réticulaires (Philippeos et al., 2018). 1l nous

est apparu récemment que nous ensemencions majoritairement nos peaux reconstruites avec
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des fibroblastes réticulaires, ¢’est pourquoi nous optimisons actuellement la récupération de

fibroblastes papillaires par digestion spécifique du derme supérieur.

1.2 Vascularisation et innervation

Les cellules endothéliales, récupérées de la peau humaine aprés digestion du derme et
tr1 magnétique CD31+, permettent une fois ensemencées sur éponge de former des structures
particulicres, avec des prolongements considérés comme des pseudo-vaisseaux. Nous
n’attendions évidemment pas de véritables vaisseaux, mais nous nous satisfaisons de leur survie
et de leur capacité a s’associer dans de telles structures, comme c’est le cas chez nos
collaborateurs. Cependant, nous avons des efforts a faire sur la caractérisation de ces cellules.
En effet, avec le tri CD31 nous isolons a la fois des cellules endothéliales vasculaires et
lymphatiques. Nous ne savons pas si les pseudo-vaisseaux sont hétérogénes ou si un type
prédomine sur I’autre. L utilisation de marqueurs complémentaires pour les distinguer autant
en 2D au fil des passages ou apres digestion, qu’en 3D dans le modele, sera nécessaire. Nous
pouvons envisager comme marqueurs lymphatiques la Podoplanine (PDPN), lymphatic
endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1) ou prospero-related homeobox 1 (PROX-1)
(Keuschnigg et al., 2013). D’autres marqueurs exclusifs aux vaisseaux sanguins, comme
CD146/Sendol, pourront également étre utilisés. A partir des cultures obtenues suite a la
digestion de derme et tri CD31, nous prévoyons de séparer les cellules endothéliales
lymphatiques des cellules sanguines. Nos résultats préliminaires soutiennent 1’intérét d’un
marquage PDPN lors du tri cellulaire pour isoler spécifiquement 1’endothélium lymphatique.
Nous pouvons ainsi envisager d’ensemencer le modele dans un premier temps avec des cellules
endothéliales sanguines, puis avec des cellules lymphatiques afin d’obtenir deux réseaux
distincts.

Comme déja évoqué, I’emploi de neurones murins a représenté une alternative
temporaire a 1’ajout de neurones humains. Malgré de nombreuses isolations effectuées, nous
avons réussi que tardivement a reproduire des modéles innervés au cours de cette thése. Pour
le moment, nous n’avons pas démontré de réponse a la capsaicine en analysant la libération
d’IL-6 et IL-8. Méme si de précédentes ¢tudes au LOEX ont suggéré qu’elle augmentait la
production de TNF-q, cette cytokine n’a pas encore été mesurée dans mes expériences. La mise
en place récente de neurones humains dérivés de cellules iPS et pouvant étre inclus dans un
modele de peau reconstruite (Muller et al., 2018) nous a fait provisoirement laisser de coté les

éponges avec neurones issus d’embryons de souris. Malgré I’intérét des neurones murins, plus
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¢conomiques et suffisants dans des constructions préliminaires de modéles pathologiques, nous
souhaitons dans un avenir proche optimiser un modele exclusivement humain, plus cohérent
avec nos ambitions. En étroite collaboration avec 1’équipe de F. Berthod a Québe, notre équipe
a récemment acquis la capacité de réaliser la culture de cellules iPS humaines et leur
différenciation en neurones, nous permettant de proposer des modeles de peau innervée 100%

humaine (Muller et al., 2018).

1.3 Immunocompétence

Le modele immunocompétent a été initialement concu avec des MonoDCs. Nous
manquons encore d’informations sur les conditions de survie de ces cellules dans les éponges.
Comme les MonoDCs s’utilisent généralement in vitro sur du court terme, il n’est pas exclu
qu’apreés 56 jours de culture celles-ci soient phénotypiquement et/ou fonctionnellement
différentes. L’analyse par immunofluorescence du marqueur spécifique HLA-DR semble
refléter leur intégration totale dans toute 1’épaisseur du derme et leur maintien jusqu’a la fin de
culture. Cependant, il reste difficile de caractériser précisément les MonoDCs au sein méme du
modele. En effet, des marqueurs complémentaires comme le CD14, le CD1a ou le CD86 ne
fonctionnent pas sur nos coupes, et seul HLA-DR est détectable pour le moment. Nous ne
savons pas si le protocole de fixation des tissus doit étre modifié (acétone au lieu de PFA) pour
conserver certains épitopes, méme si la PFA ne semble pas poser de problémes sur les explants
de peau. Nous pouvons aussi simplement faire I’hypothése que dans le modele, le phénotype
des DCs est affecté et qu’elles n’expriment peut-€tre plus, ou beaucoup moins, ces marqueurs.
Le bruit de fond important du collagéne de la matrice peut alors suffire a masquer le signal.

Dans ce cas, la question d’une fonctionnalité également altérée devra étre posée.

Dans la culture d’explants ex vivo, la migration des DCs se fait sous influence de signaux
pro-inflammatoires, vraisemblablement déclenchés suite a la section chirurgicale. Comme
démontré avec les ELISA IL-6 et IL-8, le modéele reconstruit semble générer un environnement
moins pro-inflammatoire que I’explant. C’est peut-étre ce qui entraine cette absence de mobilité
des DCs hors du mode¢le reconstruit non stimulé, mais n’explique pas leur absence apres
exposition a des signaux de danger. En fin de culture, les éponges sont stimulées 3 jours.
Comme avec un explant de peau, nous nous attendions a observer une migration des MonoDCs
en dehors du mode¢le. Pourtant, quel que soit le stimulus considéré, la recherche de cellules dans

le surnageant a été infructueuse.
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Les DCs sont-¢elles alors retenues au niveau de 1’endothélium présent dans le mod¢le ?
L’ajout de CCL21, ligand de CCR7 responsable de la migration des DCs vers les vaisseaux
lymphatiques, n’a pas suffi a ’accroitre. Nous ne savons cependant pas si I’expression de
CCR7, normalement concomitante a la maturation des DCs, est bien induite. Nous prévoyons
d’utiliser des cocktails de maturation combinant plusieurs molécules (IL-1f3, IL-6, TNF-a,
prostaglandine E2) décrites comme particulierement efficaces pour provoquer la maturation et

la migration des DCs (Jonuleit et al., 1997).

Pour pallier cette absence de migration, nous avons choisi de récupérer les MonoDCs
en digérant nos éponges. Le protocole enzymatique utilisé en routine sur les explants de peau
ne permettait pas une digestion optimale (nombreux morceaux, peu de cellules). Seule
l'association de DNase I et collagénase D nous a aidé a récolter suffisamment de cellules pour
une analyse par cytométrie en flux. Nous avons retrouvé un marquage HLA-DR a hauteur de
1% pour les modeles avec MonoDCs, 6% pour les MonoMacros et 15% pour les MonoLCs
(résultats préliminaires ; aprés Ficoll sauf pour les MonoMacros). Ce faible pourcentage en
cytométrie n’est cependant pas cohérent avec la densité observée pour le marquage HLA-DR
en immunohistochimie. Nous pouvons donc nous interroger sur 1’efficacité de cette digestion.
Il serait pertinent a ce stade d’utiliser le CD45 comme marqueur leucocytaire, notamment pour
s’assurer de I’origine hématopoiétique des cellules HLA-DR- CD14+. Malgré tout, ces données
suggerent qu’il est plus facile de collecter des MonoLCs et MonoMacros : survivent-elles
mieux ? Leur séparation enzymatique de la matrice ou des autres cellules du modele est-elle
plus évidente ? Les marqueurs sont-ils plus conservés ? Nous ne pouvons pas encore répondre
a ces questions. Dans tous les cas, il est surprenant que le pourcentage de cellules CD14+ soit
important, sachant que les MonoDCs et MonoLCs le perdent aprés différenciation a partir de
monocytes. Méme si nous devrons le confirmer par immunofluorescence sur coupe avant
digestion, ce dernier résultat suggere une modification phénotypique profonde dans la cellule.
Guironnet et al. ont observé des résultats similaires dans des modeles de peau reconstruite in
vitro contenant des MonoDCs (Guironnet et al., 2001). L’absence des cytokines 1L-4 et GM-
CSF pendant la culture du modéle contribue a des altérations phénotypiques (peu de HLA-DR,
beaucoup de CD14) et fonctionnelles (capacité de polarisation de T naifs faible) identiques a
nos observations. Des modeles cultivés avec IL-4 et GM-CSF permettent de pallier ces défauts.
Il est intéressant de remarquer que I’intégration de MonoLCs a la place des MonoDCs permet
d’obtenir en fin de culture des cellules qui conservent mieux leur phénotype initial, méme en

I’absence de I’IL-4 et du GM-CSF. Nous allons donc évaluer 1’¢laboration de peau avec
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MonoLCs, afin de vérifier si ce résultat est applicable a notre modele, avec comme objectif de

conserver leur capacité a orienter des T naifs apres isolation et mise en MLR.

Nous pouvons questionner le choix des cellules dérivées de monocytes pour apporter
I’immunocompétence dans notre modele. En effet, elles ne représentent pas vraiment les DCs
du derme, sachant qu’in vivo les DCs dérivées de monocytes sont recrutées uniquement apres
inflammation. Néanmoins, contrairement aux DCs primaires extraites d’explants de peau, ces
cellules ont I’avantage de se maintenir a I’état immature en 1’absence de stimulation, du moins
en culture 2D. Elles sont faciles d’obtention et leur utilisation fréquente dans la littérature et
dans notre équipe nous apporte un recul confortable dans nos expériences. Enfin, leur
maturation, qui se traduit par une grande efficacité d’activation et de différenciation de

lymphocytes T, est dirigée par le signal de danger auxquelles les DCs ont initialement répondu.

11 faut aussi noter que la culture des éponges nécessite la présence d’hydrocortisone dans
le milieu a partir de 1’ajout des kératinocytes. Méme si les DCs sont alors déja intégrées dans
I'éponge, on peut supposer que son activité anti-inflammatoire peut influencer ces cellules. Cela
ne semble pas €tre le cas pour la migration car nous avons toujours 1’absence de MonoDCs hors
du modele apres une stimulation de 3 jours réalisée sans hydrocortisone. Cependant, un impact
sur le phénotype des MonoDCs reste envisageable (Bellinghausen et al., 2001), et devra étre

confirmé.

Pour résumer, notre modéle présente des avantages certains, mais aussi des
inconvénients. La durée d’obtention (56 jours) auquel il faut rajouter les cultures 2D en amont
est limitante pour un bon rendement de résultats. Le maintien en culture de ce modele sur une
longue période accentue le risque d’erreur de manipulation ou de contamination. Ces conditions
contraignantes sont cependant nécessaires pour obtenir un modele parmi les plus complets
jamais mis en place en termes de diversité cellulaire. Ce dernier présente aujourd'hui un grand
intérét pour la reproduction de pathologies comme la DA, ou les interactions neuro-immunes

pourraient jouer un role central.

2. Pertinence du modeéle de DA

Cette these avait pour objectif de mettre a profit le modele de peau reconstruite dont
nous disposons pour la reproduction des caractéristiques initiales de la DA. Celles-ci peuvent

se décomposer en 4 ¢éléments principaux : la présence d’un défaut de barriére (déficience en
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FLG), une susceptibilité accrue de 1I’épiderme avec production d’alarmines (dont la TSLP), une
activation immunitaire (orientation Th2 par les DCs) et une hyperinnervation avec induction
d’un signal de prurit (par TSLP et les cytokines Th2 notamment). Avec du recul, nous avons
peut-étre sous-estimé le temps nécessaire pour 1’optimisation des cultures primaires et le
transfert technologique du modele de peau saine. C’est pourquoi I’utilisation d’explant de peau
et de MonoDCs en 2D, en plus de servir de contrdle, a représenté une bonne alternative pour
préparer les évolutions futures de ce modele. Devant I’ampleur de la tache, nous avons décidé
de nous concentrer dans un premier temps sur I’induction de TSLP et I’orientation Th2, le
défaut de barriere étant déja bien étudié en 3D dans la littérature, et I’ajout des neurones sur nos
éponges n’ayant €té concrétisé que tardivement. Nous avons conscience que ce choix ne refléte
pas I’intégralité de la pathologie. Toutefois, plusieurs évolutions se rapportant a la barricre et
au signal de prurit seront proposées pour la suite de ce projet. De plus, le modéle obtenu se
focalise sur les phases initiales de la maladie faisant intervenir les cellules présentes dans le
modele, mais nous pouvons lui reprocher de ne pas comprendre d’autres acteurs potentiels
impliqués dans la physiopathologie initiale de la DA. Dans un futur proche, nous pourrions
tenter d’y intégrer des ILC2 (Salimi et al., 2013). En effet, ces cellules prennent une place de
plus en plus importante dans la littérature, notamment dans la compréhension des mécanismes
IgE indépendants et dans la syntheése d’IL-13. Les basophiles sont également décrits comme
cruciaux chez des mod¢les murins, notamment via une activation directe par la TSLP, mais la
confirmation de ces études chez I’homme est controversée (Salter et al., 2015 ; Salabert-Le
Guen et al., 2018). 11 pourrait étre pertinent d’utiliser notre modele de peau reconstruite pour
répondre a ces interrogations. Enfin, I’absence de LTs dans le mod¢le, pourtant au centre de la
physiopathologie, peut également nous étre reprochée. Méme si nous prévoyons de réaliser de
nouvelles expériences de MLR avec des T en dehors du modele, nous pourrions réfléchir a les
y intégrer directement, cela nécessiterait 1’isolation de cellules provenant toutes d’un méme
donneur. Il nous faudrait alors un prélévement de sang en plus de 1’abdominoplastie pour

obtenir un modele mono-patient.

2.1 Production de cytokines

Nous avons souhaité évaluer la réponse de notre modéle reconstruit & des stimuli en
mesurant dans le surnageant des médiateurs solubles pouvant étre produits par divers types
cellulaires. Nous avons observé, en concordance avec la littérature, une production significative
de TSLP avec IL-4 et IL-1B (Danso et al., 2014 ; Bernard et al., 2017). La TSLP provenant

principalement des kératinocytes, ceux intégrés dans notre modele sont donc fonctionnels.
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Méme si nous avons démontré une libération de TSLP dans les explants de peau exposés a la
vitamine D3, cette production n’a pas été retrouvée significativement dans le modele reconstruit
(faible concentration avec le calcitriol, absence totale avec le calcipotriol). Nous avons encore
trés peu de données sur la pénétration d’une créme comme celle au calcipotriol dans notre
éponge, rendant la comparaison avec les explants difficile. L’épaisseur trop faible de
I’épiderme, sa variabilité ainsi que d’éventuels défauts de différenciation peuvent expliquer ces
différences. De plus, comme nous n’avons pas plus de 30% de donneurs répondant a la vitamine
D3, ce taux de réponse va étre également applicable a nos éponges car les kératinocytes qui les
constituent proviennent eux aussi de diverses abdominoplasties. Il serait intéressant de
comparer la réponse d’'un méme donneur sur son explant et sur un modele reconstruit avec ses

kératinocytes, ce qui n’a pas encore été fait.

Nous avons analysé également par ELISA la production d’IL-6 et IL-8 afin d’obtenir
des informations sur 1’état inflammatoire de nos mode¢les. La libération basale d’IL-6 et IL-8
(condition NS) est plus importante dans I’explant. Aprés stimulation, nous observons une
réponse parfois différente avec la peau reconstruite. Celle-ci s’explique certainement par 1’état
d’inflammation de I’explant. En effet, la coupe entraine un signal de danger conséquent. Le
travail avec les explants présente des avantages : ils sont faciles a obtenir, la peau est déja
« complete » (a ’exception des neurones sectionné€s), 1’épiderme différencié, et on peut en
isoler les cellules du patient. Cependant, il faut prendre en considération que les données qui en
sont tirées ne sont pas représentatives d’une peau en conditions normales, mais d’un contexte
pro-inflammatoire encore mal défini et aux causes non précisément connues. Ce parametre
confirme I’intérét de notre peau reconstruite comme un modele plus proche de 1’état

physiologique, qui a 1'état basal exprime moins d’IL-6 et IL-8 qu’un explant.

2.2 Orientation Th2

Méme si nous sommes parvenus a isoler les DCs apres digestion de notre modele et a
avancer dans leur caractérisation, ces derni¢res n’induisent qu’une faible prolifération des LT
naifs apreés MLR. Ce résultat est bien str préliminaire et ne nous permet pas a 1’heure actuelle
de reproduire 1’orientation Th2, typique de la DA, que nous avons observée avec les explants.
Nous avons pour le moment uniquement utilisé une stimulation par le calcitriol, qui, malgré un
effet sur les MonoDCs (augmentation probable du CD14) cohérent avec celui de ces mémes
cellules en 2D et avec les DCs de 1’explant, n’induit pas plus de Th2 IL-13+ que le controle

NS. Nous ne savons pas a ce stade si elles sont encore capables d’assurer cette fonction. Le
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phénotype surprenant des MonoDCs aprées 56 jours de culture dans I’éponge est peut-étre en
cause.

Les avancées faites avec les inducteurs TSLP/Th2 sur les explants et les MonoDCs en
2D nous ont permis d’identifier les réactifs a privilégier pour la construction de notre modele.
Méme si la stimulation par IL1P provoque la libération de la TSLP par 1'éponge, elle n’est pas
retrouvée dans les explants et n’aide pas a 1’orientation Th2 IL-13+. D’apres la littérature, elle
pourrait favoriser plutot les réponses Th1/Thl7 (Santarlasci et al., 2013). SLIGKV (agoniste
PAR2) et HKSA (S. aureus inactivé) n'induisent pas de TSLP dans I’ensemble de nos mode¢les,
ni de Th2 sur les explants. Ces différents réactifs ne semblent donc pas étre de bons choix pour
poursuivre notre modélisation de la DA. L’IL-4, en revanche, fonctionne a la fois sur les
explants et le modele pour les faire produire la TSLP. De plus, ¢’est un inducteur Th2 bien
connu et confirmé dans les explants, et nous avons a plusieurs reprises rappelé que 1’IL-4 est
multifactoriellement engagée dans la maladie. Pourtant, il nous semble plus cohérent d’induire
du Th2 avec un autre réactif qu’une cytokine Th2 elle-méme si nous voulons éclaircir
I’initiation de la DA. L’IL-4 peut néanmoins étre conservée comme contrdle positif.

Enfin, seule la vitamine D3 est capable a la fois d’orienter en Th2 via les DCs des
explants et les MonoDCs en 2D, ce qui valide son intérét pour les développements futurs de
nos modeles sur éponge. Néanmoins, nous avons démontré que la vitamine D3 induit une
polarisation Th2 TSLP-indépendante avec les MonoDCs, ce qui n’est pas en phase avec le
mécanisme TLSP-dépendant que nous souhaitons reproduire. Cependant, la preuve récente de
I’inefficacité clinique des anticorps anti-TSLP (tezepelumab) (Simpson et al., 2019) pourrait

suggérer une orientation Th2 en partie TSLP-indépendante dans la peau de patients DA.

3. Perspectives

Jusqu’a présent nous étions dépendants de nos collaborateurs a Québec pour obtenir des
matrices collagéne/chitosan. Depuis peu, aprés acquisition d’un lyophilisateur, nous démarrons
la construction de nos propres éponges. Nous sommes en cours de test pour y vérifier
I’intégration adéquate des cellules et la formation d’un épiderme. C’est actuellement notre
principale priorité. La maitrise de ce procédé nous permettrait d’envisager une miniaturisation
du systéme en format 24-puits, les éponges actuelles étant coulées en plaques 12-puits. Cette
optimisation permettrait de consommer moins de cellules, de réactifs et de multiplier les
conditions. Nous espérons que la fabrication de matrices au sein de notre laboratoire résoudra

ce manque d’homogénéité dans I’épaisseur de I’épiderme. Nous avons ¢galement débuté la
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construction de modeles cultivés avec des cellules de la lignée kératinocytaire HaCat afin de
réduire le risque de variabilité mais aussi afin de pouvoir moduler génétiquement ces cellules.
Ce projet est mené dans 1’équipe par le doctorant Wacym Boufenghour, dans le but de
construire des modeles 3D avec des HaCat modifiés par la technologie CRISPR-Cas9, porteurs

de nouvelles mutations récemment associées a la maladie de Verneuil.

Nous nous sommes apercus que nous manquions d'informations sur la survie de
I’ensemble de nos cellules aprés chaque étape d'ensemencement. Afin d'éviter le sacrifice d'une
éponge, nous optimisons une €évaluation de la mortalité par mesure de 1’activité du lactate
déshydrogénase (LDH) dans le surnageant. En effet, la LDH étant une enzyme exclusivement
cytoplasmique, elle est libérée aprés 1ésion de la membrane plasmique. Par prélévement d’un

petit volume de surnageant, la mesure de son activité sera proportionnelle a la mort cellulaire.

Comme évoqué dans la discussion, nous prévoyons d’approfondir la caractérisation
compléte des cellules avant la mise en culture (fibroblastes, cellules endothéliales, neurones),
mais également au sein du modéle (MonoDCs, kératinocytes). De plus, nous devons aussi nous
assurer qu’avant ensemencement des cellules dérivées de monocytes (MonoDCs, MonoLCs ou
MonoMacros) sur nos €ponges, nous n’avons pas de contamination par des LT. En effet, ces
derniers pourraient provoquer une alloréaction avec les cellules de peau dérivées d’autres
donneurs, et ainsi perturber 1’intégrité de nos éponges. Une déplétion des LT CD3+ peut étre

envisagée directement apres 1’isolation des monocytes.

Une fois sur éponge et aprés stimulation, si la migration des MonoDCs n'est pas
réalisable, le protocole de digestion du modéle permettra de réaliser 1’analyse phénotypique et
fonctionnelle de ces cellules, afin de déterminer notamment si elles sont toujours capables de
stimuler des LT naifs et/ou mémoires. Nous pouvons déja souligner que la possibilité
d’ensemencer notre modele avec plusieurs types de cellules immunitaires offre un avantage
conséquent pour I’étude de mécanismes multiples spécifiques a ces cellules. L'ajout de
MonoLCs ou MonoMacros a la place de MonoDCs semble prometteur car apres digestion on
récolte un nombre plus important de cellules HLA-DR+. Nous sommes ¢galement trés curieux
d’étudier leur répartition dans le modele. Dans la peau normale, les LCs sont présentes
uniquement dans 1’épiderme. Dans notre mode¢le, la préparation des MonoLCs est basée sur un
protocole publi¢ suggérant que ces cellules peuvent aussi s’intégrer dans un épiderme

reconstruit (Bechetoille et al., 2006). De plus, cette différenciation a partir de monocytes génere
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une population hétérogene : seulement 15% des cellules expriment le CD207 caractéristique
des LCs, les autres sont similaires & des MonoDCs. L’intégration de MonoLCs pourrait donc
refléter au mieux la diversité des DCs d’une peau normale (Otsuka et al., 2018). Des études
récentes soulignent chez la souris I’'importance mutuelle de la relation entre les cellules
endothéliales et les macrophages, respectivement en termes de croissance et maturation
(Krishnasamy et al., 2017 ; Gurevich et al., 2018). Est-ce applicable a la peau humaine ?
Les MonoMacros sont-ils en interaction étroite avec les vaisseaux dans notre modéle ? Enfin,
des travaux récents ayant montré que les macrophages sont responsables de
I’immunosurveillance des neurones sensoriels (Kolter et al., 2019), nous souhaiterions étudier

ce type d’interactions dans notre modele innervé enticrement humain.

Si nos difficultés a isoler les DCs a partir du modele persistent, il existe une option qui
se dispense de DCs pour 1’¢tude de I’orientation T : 1’usage de billes enrobées avec des
anticorps anti CD3/CD28. Ces derni¢res miment artificiellement ’interaction avec la DC, ¢’est-
a-dire le signal 1 et 2. Le signal 3 de I’environnement sera apporté par les facteurs solubles
présents dans le surnageant du modele activé. On conserve ainsi I’influence des DCs dans ce
processus, et ce sans avoir besoin de les isoler. Cette technique a cependant des limites : les
cytokines relarguées dans le surnageant sont peut-étre trop diluées ou consommeées par leur
environnement cellulaire immédiat et le manque de signaux complémentaires des récepteurs de

surface (CD40/CD40L) peut se faire sentir.

Pour la construction du mod¢le de DA, nous prévoyons de nous focaliser sur la vitamine
D3 et I’IL-4 pour induire a la fois de la TSLP et des lymphocytes auxiliaires de type Th2. Nous
nous sommes ¢galement récemment procuré des extraits d’acariens (House dust mite, HDM),
allergenes impliqués dans la DA (Teplitsky et al., 2008), pour étudier en détail leur impact sur
la peau. Deux autres caractéristiques restent a reproduire : le défaut de barriere et
I'hyperinnervation. Pour la barriére, nous avons déja des kératinocytes FLG-/- de patients
atteints d’ichtyose vulgaire, obtenus grace au Dr. Sandrine Dubrac de I’Université d’Innsbruck.
Nous comptons reproduire un modele avec ces kératinocytes et comparer la structure de
I’épiderme et la réponse engagée en comparaison avec des kératinocytes sains. L’ajout de
neurones humains dérivés d’iPS est aussi en cours d’élaboration. Ils pourront nous aider a
¢tudier la colonisation de la matrice par les neurones (influence de la TSLP, des cytokines Th2)
et leur activation via la production de neuropeptides qui pourraient influencer 1’état d’activation

des DCs. Considérant I’impact de la vitamine D3 sur la peau, nous aimerions explorer son
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influence (directe ou indirecte via une réponse Th2) sur I’expression par les kératinocytes des
marqueurs de différenciation, notamment la FLG. De plus, comme ses effets sur les neurones
sensoriels sont encore totalement inconnus car impossibles a mettre en ceuvre sur explants, nous

envisageons de les étudier sur notre modele reconstruit.

Des essais cliniques récents s’intéressant a [’efficacité du tezepelumab, anticorps
bloquant de la TSLP, ont mis en évidence 1’absence d’effet sur la réduction du prurit (Simpson
et al., 2019). Mais comme discuté dans le Chapitre II, 5.3.3 cette étude présente certaines
limites. Notre mod¢le reconstruit modélisant la DA pourrait étre un outil pertinent pour éclaircir
rapidement chez I’homme si cet anticorps peut bloquer les multiples effets de la TSLP. Nous
pouvons envisager a plus long terme d’utiliser la combinaison de nos différents inducteurs pour
stimuler le modéle (vitamine D3, IL-4, IL1B). Ce mode¢le serait également pertinent pour étudier
I’influence du microbiome et notamment de S. aureus dans la physiopathologie de la maladie.
Une complexification du modéle peut étre envisagée avec 1’étude des phases chroniques de la
maladie et ajout d’autres types cellulaires y intervenant comme les LB ou mastocytes. Nous
pourrions aussi éclaircir 1’influence des cytokines Thl et Th17 a ce stade en stimulant notre

modele avec leurs cytokines respectives (IFNy, IL-17).
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A ce jour, la construction du modéle de DA est encore & un stade préliminaire.
Cependant, I’expérience acquise avec les explants et les cultures 2D nous a permis d’anticiper
les réponses attendues dans notre modele reconstruit. Nous avons ainsi accentué nos recherches
sur la vitamine D3. Pour la premicre fois chez ’homme, nous avons mis en évidence une
variabilité interindividuelle de la production de TSLP aprés stimulation d’explants de peau. La
vitamine D3 est également capable de moduler directement et profondément le phénotype des
DCs, comme le montrent notamment les variations du CD14 et d’autres marqueurs. Apres
MLR, ces DCs facilitent I’orientation en Th2 IL-13+ de fagon dépendante de la TSLP. De
maniere plus surprenante, les CD14+ seules induisent des Th2 IL-4+ indépendamment de la
TSLP. La vitamine D3 peut donc se révéler, comme chez la souris, étre un inducteur de choix
pour mimer in vitro la DA.

En un peu plus de 3 ans, nous avons réussi a reproduire et maitriser I’ensemble des
protocoles d’isolation de cellules primaires. Nous sommes parvenus a transférer le modele dans
notre laboratoire, méme si la production de nouvelles matrices représente un nouveau défi.
Nous pouvons encore déplorer un manque de caractérisation, mais notre équipe travaille
quotidiennement pour I’améliorer.

Notre modele est propice a la colonisation et a la survie d’'un nombre conséquent de
cellules variées. Comme dans une peau DA, nous pouvons induire de la TSLP par les
kératinocytes apres stimulation adéquate. Les DCs présentes sont désormais isolables apres
digestion, ce qui ouvre la porte a une analyse plus poussée de leur fonctionnalité. Le modéle de
DA souhaité devra les moduler pour aider a une orientation Th2.

Une longue période est encore nécessaire pour envisager un modeéle DA complet (défaut
de barriére, ajout des neurones), mais nous avons réussi avec cette these, je I’espere, a avancer
dans la compréhension de notre mode¢le, tout en posant des bases solides pour reproduire in
vitro des mécanismes pathologiques, dans ’intérét de la recherche de traitements innovants

pouvant €tre proposés aux patients.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Dengue virus (DENV), a mosquito-borne flavivirus, causes severe and potentially fatal symptoms in millions of
infected individuals each year. Although dengue fever represents a major global public health problem, the
vaccines or antiviral drugs proposed so far have not shown sufficient efficacy and safety, calling for new antiviral

Keywords:
Dengue virus
Dendritic cells

M?}(Tﬂphﬁges developments. Here we have shown that a mannoside glycolipid conjugate (MGC) bearing a trimannose head
lsll:ll:ilbimrs with a saturated lipid chain inhibited DENV productive infection. It showed remarkable cell promiscuity, being

active in human skin dendritic cells, hepatoma cell lines and Vero cells, and was active against all four DENV
serotypes, with an ICs, in the low micromelar range. Time-of-addition experiments and structure-activity ana-
lyses revealed the importance of the lipid chain to interfere with an early viral infection step. This, together with
a correlation between antiviral activity and membrane polarization by the lipid moiety indicated that the in-
hibitor functions by blocking viral envelope fusion with the endosome membrane. These finding establish MGCs

Cell membrane

as a novel class of antivirals against the DENV.

1. Introduction

Infection by Dengue virus (DENV) is a major cause of disease in
tropical and subtropical areas, with at least 100 million clinical cases
occurring each year, and more than 2.5 billion people at risk (Bhatt
et al., 2013; Stanaway et al., 2016). DENV is an arthropod-borne single-
stranded RNA virus of the Flavivirus genus, transmitted to humans by
infected Aedes mosquitoes. It comprises four related but antigenically
distinct serotypes, DENV-1, -2, -3, and -4. To restrict the burden on
public health, studies have concentrated on the elaboration of vaccines,
but the complex immunopathology of dengue has hampered their de-
velopment and efficacy. No specific vaccine and no antiviral drug have
been licensed for clinical use; for review see (Julander et al., 2011; Lo
and Perng, 2016; Rather et al., 2017).

DENV cell-entry is mediated by a number of receptors (Kaufmann
and Rossmann, 2011) including the C-type lectins Dendritic Cell-Spe-
cific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Nonintegrin (DC-
SIGN/CD209) (Navarro-Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al.,
2003) and the mannose receptor (MR/CD206) (Miller et al., 2008)
expressed by dendritic cells (DCs) and macrophages. Early in DENV
infection the first events decisive for disease development are likely to
occur in the skin, Tt has been shown that after virus inoculation by the

mosquite, dermal DCs and macrophages are the primary targets of in-
fection (Cerny et al, 2014; Duyen et al.,, 2017; Ivory et al, 2015;
Schaeffer et al., 2015; Schmid et al., 2014),

In the search of DENV inhibitors, both viral and host proteins es-
sential for the wviral replication cycle have been tested as potential
targets for antiviral development (see review, (Noble et al., 2010)). For
example, some strategies target viral RNA replication (Diamond et al.,
2002), the NS2B-NS3 protease (Chu et al., 2015), or the viral envelope
protein (Jadav et al., 2015), while others target cellular enzymes that
act as regulators of lipid homeostasis (Hyrina et al., 2017). The nu-
cleoside analogue balapiravir blocks viral RNA synthesis by acting as a
chain terminator. Chloroquine inhibits the fusion of the viral membrane
with that of the endosome, as well as virus maturation. Lovastatin in-
hibits virus entry, maturation and egress. Celgosivir impairs proper
glycosylation of the DENV E, prM and NS1 proteins. So far, no obvious
beneficial clinical effect was detected with any of these compounds
(Kaptein and Neyts, 2016). This emphasizes the need for continuous
research to find new anti-DENV drugs.

Mannoside glycolipid conjugates (MGCs) are formed by three
building blocks: a tri-mannose head, a hydrophilic linker and a hy-
drophobic lipid chain. They are water-soluble and can self-assemble
into micelles. Our previous studies have shown that MGCs interact with

Abbreviations: DENV, dengue virus; DC, dendritic cell; MDDC, monoeyte-derived dendritic cells; ICsq, 50% inhibitory concentration; IL-4, Interleukin-4; MGC, mannoside glycolipid

conjugate
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lectin cell surface receptors that bind glycosylated molecules (Dehuyser
et al., 2012; Schaeffer et al., 2013). Because DENV is glycosylated on
the envelope protein, it appeared attractive to test the ability of MGCs
to inhibit DENV infection. Interestingly, MGCs also antagonize Toll-like
receptor type 4 signaling by lipopolysaccharide (LPS), although this
receptor or its co-receptor CD14 do not bind MGCs (Flacher et al.,
2015). This suggests that the biological properties of MGCs may not
only be mediated by a specific interaction with lectin receptors.

In this report, we have tested whether MGCs display antiviral ac-
tivity against DENV and have investigated the underlying mechanism.
We find that a MGC, referred here as MGC 2, inhibits infection of pri-
mary human DCs, hepatoma and Vero cell lines. Using time-of-addition
experiments, we show data supporting the conclusion that an early
infection step is inhibited. Further, by visualization and quantitative
image analysis we provide supporting evidence that a disruption of
normal cell membrane composition may be the underlying mechanisms
of blockage of viral life cycle initiation.

2. Material and methods
2.1. Viruses, virus titration and cells

The pDENV-2 replicon of DENV-2 (strain 16681) was generously
provided by Dr. E. Harris (University of California, Berkeley, USA). The
clinical isolates DENV-1 (CRBIP 10.1), DENV-2 (RO7/2259), DENV-3
(CRBIP 10.3), and DENV-4 (VIMFH4) were a generous gift of Dr Anavaj
Sakuntabhai (Institut Pasteur, Paris, France). Viruses were produced in
C6/36 Aedes albopictus mosquito cells, as described (Schaeffer et al.,
2015). Titers in cell-free supernatants were determined by infection of
Vero cells as described (Lambeth et al., 2005). Infectivity titers were
expressed as FACS-infectious units (FIU)/ml.

African green monkey kidney Vero cells and human hepatoma
HepG2 cells were cultured at 37°C in Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM, Lonza) supplemented with 10% (v/v) heat-in-
activated fetal bovine serum (FBS) and gentamycin. Human monocytic
THP-1 and primary cells were cultured at 37 "C in RPMI 1640 supple-
mented with gentamycin and 10% (v/v) FBS (complete medium).
Human monocytes were purified from buffy coats by successive Ficoll
and Percoll gradients. Monocyte-derived dendritic cells (MDDCs) were
differentiated from monocytes by 5 days of culture with GM-CSF
(50 ng/ml, ImmunoTools) and IL-4 (10ng/ml, ImmunoTools), as de-
seribed. Abdominal skin was obtained with written informed consent
and institutional review board approval, in agreement with the Helsinki
Declaration and French legislation. Dermal dendritic cells (dDCs) and
dermal macrophages were isolated from surgical explants of human
skin, as previously described (Schaeffer et al., 2015). Briefly, dDCs were
allowed to migrate out of the skin for 2 days into a medium lacking or
containing IL-4. The non-migratory macrophages were isolated from
the tissue by enzymatic digestion. After culturing the dermal cell sus-
pension for 2 days, CD14"HLA-DR™ cells were purified by flow cyto-
metric cell sorting (Schaeffer et al., 2015).

2.2. Compounds

Compounds MGC 2 and 2U were synthesized by the company
Roowin (Riom, France). Other MGCs were synthesized at the
Laboratory of Functional Chemo Systems (llkirch, France). The
syntheses, physico-chemical properties and cytotoxicities of MGCs were
previously reported (Dehuyser et al., 2012; Flacher et al., 2015;
Schaeffer et al., 2013). All compounds were dissolved in water.

2.3. Cell cytotoxicity assay
The effect of MGC 2 on cell viability was assessed by monitoring the

reduction by cellular deshydrogenases of the tetrazolium salt WST-1 to
dark yellow colored formazan, using the Cell Proliferation Reagent
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WST-1 (Roche). Human cells (10° MDDCs, 5 x 10% dDGs, 2 x 10*
HepG2 cells) in 96-well culture plates were treated in quadruplicate
with different concentrations of MGC 2, medium alone, or 1% Triton-
X100 at 37 °C. After 24 h, WST-1 stock solution diluted 10-fold in cell
culture medium (50 pL) was added at 37 °C. After 1 h (HepG2 cells) or
4h (dDCs, MDDCs), the optical density of the resulting solutions was
measured at 450 nm using a microplate reader (Multiskan FC, Thermo
Scientific).

2.4. Antiviral assays

2.4.1. Inhibition assays

Assays were performed in 48-well plates. MDDCs (2 x 10° cells) and
skin-purified cells (0.5 x 10° cells) were preincubated with compounds
for 30 min before exposure to DENV-2 (MOI of respectively 0.2 and
0.5). In time-of-addition assays, cells were treated with MGC 2 ac-
cording to the indicated timing. HepG2 cells (0.5 x 10° cells) were
exposed to DENV-1, -2, -3, or -4 after 30 min of pre-treatment with MGC
2. After incubation for 2hat 37 °C in serum-free medium, cells were
washed and cultured in complete medium. After 2 days, cells infected
with DENV-2 were labeled for intracellular viral envelope protein with
mouse anti-dengue type 2 virus monoclonal antibody (clone 3HS5.1,
Millipore MAB8702) and stained with APC rat anti-mouse IgG1 (BD
Biosciences). Cells infected with DENV-1, -2, -3, -4 were analyzed with
mouse anti-dengue complex monoclonal antibody (clone D3-2H2-9,
Millipore, MAB 8705) followed by APC rat anti-mouse [gG2a (BD
Biosciences). Fluorescence was measured by flow cytometry
(FACSCalibur, Becton Dickinson) and the data analyzed using Cell
Quest Pro (BD Bioscience) or FlowJo (TreeStar).

2.4.2. Viral cell-entry by confocal microscopy

Cells were pre-treated in medium without serum with MGC 2
(100 M) for 30 min or left untreated, exposed to DENV-2 for 1 h, and
subjected or not to wash/chase by extensive washes and incubation in
complete medium for 1h, before fixation, permeabilization and la-
beling of DENV-E using Cy3-conjugated mAb 4G2 (kind gift from
Philippe Després, Institut Pasteur, Paris, France). Cells were labeled
with DiD (5 pg/ml, Thermo Fisher Scientific) for 10 min at 37 °C. DAPI
was used as nuclear counterstaining. Slides were mounted using
Prolong Gold Antifade (Thermo Fisher Scientific). Images were ac-
quired on a Zeiss LSM 780 confocal microscope with GaAsP detector
and Zen acquisition software. Images were processed using the ImageJ
software and the DiD color was chosen in green.

2.5. Endosomal pH analysis

Vero cells (10%) in 48-well plates were left untreated or treated with
NH,Cl (10 mM), bafilomycin Al from Streptontyces griseus (Sigma, 1 uM
final) or MGC (10 and 100 M) for 0.5 h or 3 h, as indicated. LysoSensor
Green DND-189 (Molecular Probes, 1 pM final) was added for 4 min at
37 °C before washes with PBS. Cells were detached with trypsin treat-
ment and analyzed by flow cytometry.

2.6. Imaging flow cytometry analysis

THP-1 (10°) cells in 0.1 ml PBS were incubated with propidium
iodide (50 ng/ml) and the lipophilic probe dSQ12S (100 nM) (kind gift
of Dr Klymchenko, Université de Strasbourg, France) (Collot et al.,
2015) for 10 min, before addition of MGCs (100 uM) for 10 min. Amnis
ImageStream® flow cytometry analysis was performed (ImagoSeine
core facility of the Institut Jacques Monod, Paris, France). Cells were
imaged using Amnis ImageStream® flow cytometry (Zuba-Surma et al.,
2007) and live cells were selected as propidium iodide negative cells.
The cell images were analyzed by IDEAS software (Amnis) using the
Delta Centroid method to measure cell polarity (Zuba-Surma et al.,
2007).
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Fig. 1. Effect of MGC 2 on DENV-2 infec-
tion of human skin DCs. (A) Structure of
MGC 2. (B) Representative FACS analysis of
mock- or DENV-infected dermal DCs pre-
incubated with IL-4 before addition of MGC
2 (100 uM) and the virus (MOI of 0.5). After
washing and culture for 2 days, DENV in-
fection of CD1c* dDCs (HLA-DR'™CD14)
and CD14" dDCs (HLA-DR*CD14") was
assessed as intracellular detection of DENV-
envelope (E) protein. The percentage in-
dicates the proportion of DENV-E™ cells.
The graphs depict the percentage of DENV-
E* CDlc*dDCs (C) and DENV-E*
CD147dDCs (D) as a function of MGC 2
concentrations in conditions with or
without IL-4. Fach symbol represents a dif-
ferent skin donor. Mean values ( = SD) are
shown as herizontal bars. (*: p < 0.1 **
p = 001 p < 0.001; *#*%
p < 0.0001).

Rt

2.7. Statistical and data analysis

Graph-Pad Prism 6.01 was used for ICs, and CCsp determination by

nonlinear regression, and for statistical analysis using paired Student's

Cell type ICs (UM)

CCsq (UM)

s1 t-tests. Data were considered significantly different when p was less

than 0.05.

504
1544
238

832 + 83
1544 = 152
1165 = 165

0.7
0.5
1.9

Dermal DCs
MDDCs
HepG2

14
1.0
4.9

I+ 1+

I+

>

MGC 2 + 207

DENV-2
0.3 %

DENV-2
1%

Mock
0%

15

Infection

>10'

% DEN

- .

o

dededede dededede

v

l‘vEm_h..-l_

— SSC-H

DENV-E

MGC2: O

(@)

—
[e23 o] (=
(=] =] (=

10 100 (uM)

N
[=

o

Relative DENV Infection
(o]
o

Titer (FIU /mL (10%)

o

[=]

ot T
€L
]

*k

-2 -1 0 1 2 3
log(concentration of MGC 2) (uM)

1
3

MGC 2:

118

0 10 uM

Fig. 2. MGC 2 inhibits DENV-2 infection
of MDDCs. (A) Representative flow cyto-
metry analysis of mock- or DENV-infected
MDDCs preincubated with MGC 2 (100 pM)
for 30min before exposure to the virus
(MOI of 0.2). The percentage of infection
was measured after 2 days as the in-
tracellular accumulation of DENV-E pro-
tein. (B) The graph depicts the percentage
of infection as a function of MGC 2 con-
centrations, (C) Determination of the ICs of
MGC 2 on MDDCs. (D) Viral titers in the
cell-free supernatants of DENV-infected
MDDCs were determined in Vero cells as
FACS infectious units (FIU/ml). For panels
B-D, each symbol represents a different
blood donor and the mean values ( + SD)
are shown as horizontal bars (***%
p < 0.0001, **:p < 0.01).
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centrations for each skin donor, either untreated or IL-4-stimulated. Each donor
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3. Results
3.1. Inhibition of DENV infection of human dermal dendritic cells

The human dermis comprises two dermal dendritic cell (DC) sub-
sets, CD1c™ and CD14 7, that are highly permissive to productive in-
fection by DENV and represent an important portal to systemic spread
{Cerny et al., 2014; Schaeffer et al., 2015; Schmid et al., 2014).
Therefore, we investigated the anti-DENV efficacy of MGC 2 on human
dermal DCs, a trimannoside linked to a 24-carbon saturated fatty acyl
chain (Fig. 1A). Isolated from normal human skin, the cells were pre-
incubated with [L-4 to increase infectivity (Schaeffer et al., 2015) and
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then pretreated with MGC 2 for 30 min before exposure to DENV-2.
After 2 days, viral infection of the CD1c" and the CD14" DC subsets
was assessed by flow cytometry by detection of intracellular DENV-2
envelope protein. 100 pM conjugate potently inhibited DENV-2 infec-
tion of both subsets (Fig. 1B). The analysis of dermal DCs from different
donors in the absence or presence of IL-4 showed significant reduction
of infection of both DC subsets in all conditions and with both con-
centrations (10 or 100 pM) (Fig. 1C and D). To determine viral progeny,
we exposed Vero cells to the supernatants and determined their infec-
tion by FACS. Although not as accurate as the plaque assay (Lambeth
et al,, 2005), the measures showed the reduction of infectious viral
particle release by MGC 2 (Supplemental Fig. 51). Toxicity measures
showed minimal toxicity (CCsq = 921 pM = 112) while the ICsq value
was 1.4 M + 0.7 (Table 1). This shows that MGC 2 inhibits productive
DENV infection of skin DCs.

3.2. Inhibition of DENV infection of human monocyte-derived DCs

Following infection of dermal DCs and macrophages, monocytes
that circulate in the blood are recruited to the dermis and differentiate
into monocyte-derived DCs (MDDCs). Their infection would constitute
a second wave of infection in the skin (Schmid and Harris, 2014). In the
light of this and because MDDCs are more easily obtained than skin
DCs, we repeated the tests on MDDCs with 100 uM of MGC 2. We found
that the conjugate also inhibited DENV infection of these cells (Fig. 2A).
The results obtained with MDDCs derived from monocytes from dif-
ferent blood donors demonstrated significant inhibition of productive
infection with 10 uM and 100 uM (Fig. 2B). The ICs, was 1.0 M = 0.5
(Fig. 2C) and the CCsy was 1544 uM £ 152 (Table 1). The infectivity of
the cell supernatants titrated on Vero cells confirmed a strongly reduced
production of infectious viral particles (Fig. 2D). Taken together, MGC
2 inhibits productive viral infection of ex vive or monocyte-derived DCs
with a high selectivity index.

3.3. MGC is active in different cell types and against different DENV
serotypes

We next verified whether cell types other than DCs are sensitive to
MGC inhibition. We first tested human dermal macrophages. Similar to
CD14" dermal DCs, IL-4 enhanced their infection, which was inhibited
by MGC 2 at 10 pM and 100 pM concentrations (I'ig. 3A). Because after
entry into the skin, DENV spreads systemically and can infect the liver
(Martina et al., 2009), we tested hepatoma cells. The cells were infected
with all four DENV serotypes, and the proportion of infected cells in the
absence of MGC 2 was set to 100% for each serotype for better com-
parison. The results showed a dose-dependent inhibition of infection by
all four serotypes (Fig. 3B), albeit with a slightly higher ICg, value
(Table 1). Finally, given this cell-unspecific activity, we tested Vero
cells. Also Vero cells were sensitive to MGC 2-mediated DENV inhibi-
tion (Fig. 3C). These findings demonstrate that MGC 2 displays a similar
inhibition efficiency in unrelated cell types susceptible to DENV infec-
tion.

3.4. MGC 2 blocks DENV replication at early steps of infection

Because of its cell-indiscriminate activity, we reasoned that inhibi-
tion of infection by MGC 2 may not be mediated by cell-specific re-
ceptors. Therefore, to better understand its mode of action, we per-
formed time-of-addition experiments in MDDCs by adding or removing
the inhibitor at different time points. Results showed that 10 uM of
MGC 2 abolished viral replication when present throughout (b-d) or
during most (e) of the virus-cell contacts (Fig. 4A). However, infection
was not reduced when MGC 2 was added to the cells and then washed
off before exposure to the virus (f). This supports the notion that the
conjugate does not stably interact with a viral receptor to block virus
attachment. Infection also occurred when it was added after viral
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Fig. 4. MGC 2 affects early steps of the DENV replication cycle. (A) Schematic representation of time-of-addition experiments with MDDCs using MGC 2 (10 uM)
and DENV-2 virus (MOI of 0.2). The graph shows the percentage of infection ( + SD, 3-5 blood donors) measured after 48 h by intracellular accumulation of DENV-E
protein, relative to untreated cells (condition ‘a"). (B) Assessment of viral particles in MDDCs, untreated or treated with MGC 2 as indicated in the scheme. DENV, cell
membrane and nucleus were identified using Cy3-conjugated mAb 4G2 (red), DiD (green) and DAPI (blue), respectively. The graph depicts the mean number of
virions ( * SD, 3 blood donors) on the membrane and in the cytoplasm. (C) Effect of MGC 2 on the endosomal pH. Vero cells were left untreated or treated with the
inhibitors of endosomal acidification NH4Cl and bafilomycin Al for 3 h, or with MGC (100 uM) for 0.5 h or for 3 h. LysoSensor Green DND-189 was added for
4 min at 37 °C before flow cytometry analysis. Results show the mean fluorescence intensity (MFI, SD, 3 experiments) of LysoSensor Green relative to that of

untreated cells. (**: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001).

exposure and was not removed (g, h). These finding showed that the
compound is active only when present during the early viral infection
events.

We next sought to determine whether MGC 2 affects viral inter-
nalization. MDDCs were pretreated or not with the compound for
30 min before adding the virus (condition ‘c’ of Fig. 4A). After 1 h, the
cells were washed free of excess virus and inhibitor, and incubated for
another hour before fixing the cells for confocal microscopy (Fig. 4B).
The cells were labeled with an anti-DENV-specific fluorescent antibody
and with fluorescent dyes to visualize cell membrane and nucleus. As
expected for a successful infection, the number of virions was higher
within the cell than at the membrane; however, strikingly, this number
was not significantly changed by the compound. These findings showed
that MGC 2 prevented neither attachment nor internalization of DENV
particles. It was notable that the distribution of the lipophilic mem-
brane dye was different between the untreated and treated cells.
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Given that the exit of the DENV RNA from endosomes into the cell
cytoplasm requires low pH (Modis et al., 2004), we next asked whether
endosomal pH is affected by MGC 2. Vero cells were treated with 10 uM
or 100 uM of the compound or with inhibitors of endosomal acidifica-
tion. After 0.5 h or 3 h, the cells were incubated with LysoSensor Green
whose fluorescence is sensitive to pH (Fig. 4C and Supplemental Fig.
$2). As expected, whilst NH4Cl and bafilomycin Al decreased the
fluorescence intensity, reflecting a block in endosomal acidification,
MGC 2 caused no significant change irrespective of time of exposure or
concentration. Taken together, the data show that MGC 2 inhibits an
event between viral uptake into endosomes and nucleic acid exit into
the cytoplasm, but that does not imply an interference with endosomal
acidification.
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Fig. 5. Effect of sugar head and lipid chain variations of MGC 2 on DENV infection. (A) Left panel, structure of conjugates containing sugar variations (9, 10,
with galactose or sialic acid) instead of mannose, or without a sugar moiety (NHPD). Right panel, MDDCs were either untreated of treated with MGC 2 or with the
indicated variations of MGC 2 (concentrations of 10 and 100 uM) for 30 min before exposure to DENV-2 (MOI of 0.2). The percentage of infection was measured by

intracellular accumulation of DENV-E protein and expressed as the proportion relative to the untreated control. Data are the mean

+

SD of triplicates and are

representative of 3 different donors. (B) Left panel, structures of conjugates containing lipid variations (1 contains no lipid chain, 2U contains an unsaturated €24
lipid chain, 3, 4 have an omega-3 and omega-6 lipid chain, conjugate 5 has a benzene-ending lipid chain, conjugate 11 contains a fluorescent NBD motif). All
compounds, except 11, were previously described (Dehuyser et al., 2012; Schaeffer et al., 2013; Flacher et al., 2015). Right panel, as for panel A, only that the lipid
chain was either lacking (MGC 1) or variations were introduced (MGC 2U, 3, 4, 5, 11). *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p =< 0.001 ****: p =< 0.0001.

3.5. Structure-activity relationship studies: importance of the lipid chain

To further clarify the molecular mechanism of MGC 2 antiviral ac-
tivity, improve antiviral activity and also to obtain a fluorescent deri-
vative, we altered the sugar and lipid moieties of MGC 2. Inhibition of
DENV-2 infection of MDDCs was completely lost in the absence of the
sugar head (NHPD), yet replacing mannose by galactose (MGC 9) or
sialic acid (MGC 10) had little impaet (Fig. 5A and Supplemental Fig.
53). We designed different MGCs with variations in their lipid moiety to
modulate their rigidity or flexibility (Fig. 5B). The absence of a lipid
moiety (MGC 1) abolished activity. MGC 3 and 4 containing a short
(19-21 carbons) polyunsaturated fatty acid chain were also inactive.
Similarly, alteration of a short carbon chain with a benzene group in
MGC 5 or a fluorescent NBD group in MGG 11 abolished activity. Only a
minor modification introduced in the 24-carbon saturated chain of
MGC 2 by replacing two saturated bonds with two unsaturations of
linear geometry (MGC 2U) marginally reduced antiviral activity
(Fig. 5B and Supplemental Fig. $3). These findings show that the sugar
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head is exchangeable, but that the lipid moiety cannot accommodate
major modifications of the C24 saturated fatty acyl chain of MGC 2.

3.6. Cell membrane polarization by MGCs correlates with antiviral activity

We had previously found that MGC 2 and 2U negatively affected
LPS signaling in MDDCs and altered the cell membrane distribution of
the signaling receptors (Flacher et al., 2015). In addition, we have
noted the effect of MGC 2 on the distribution of lipid dye DiD (Fig. 4B).
Because lipid chain length and chemical composition are likely to affect
the affinity of MGCs for the cell membrane, we asked whether there was
a correlation between the ability to insert into the cell membrane and
the antiviral activity. Since a fluorescently tagged analog of MGC 2
(MGC 11) was inactive, we addressed this question indirectly by
monitoring the cell membrane distribution of the strongly fluorescent
membrane dye dSQ128 (Collot et al., 2015). We compared untreated
THP-1 cells with cells exposed to MGC 2, MGC 2U (slightly decreased
antiviral activity) and MGC 1 (no antiviral activity). The cell
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experiments).

fluorescence was visualized and evaluated using imaging flow cyto-
metry to detect slight alterations in cell membrane fluorescence pat-
terns (Marangon et al., 2013; Zuba-Surma et al., 2007). In untreated
control cells there was a homogeneous distribution of the plasma
membrane dye (population R1), however 39% of the cells treated with
MGC 2 displayed a polarized dye localization (population R2) (Fig. 6A
and B). Strikingly, the proportion of the cells with membrane dye po-
larization was only 24.6% with MGC 2U and 4% with MGC 1. These
findings show that the presence of the lipid and its nature disrupt the
even distribution of the cell membrane dye, and the degree of dis-
turbance correlates with the antiviral activity of the MGCs.

4, Discussion

In this study we showed that MGC 2 inhibits the productive infec-
tion of different cell types by DENV. The compound does not inhibit
viral cell-entry, and the endosomes acidify normally. However, it per-
turbs the cell membrane, which most likely affects subsequent viral
membrane-endosome fusion leading to blockage of viral genome entry
into the cytoplasm.

We had previously shown that dermal CD14" DCs were highly
susceptible to DENV infection that was further increased by IL-4
(Schaeffer et al., 2015). We found that even in the presence of IL-4,
MGC 2 inhibited the infection of dermal DCs in the low pM range.
Activity on DCs was confirmed with MDDCs. Because DCs express DC-
SIGN that enhances DENV infection by binding the glycosylated viral
envelope protein (Navarro-Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al.,
2003), we first suspected interference of the mannosylated conjugates
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with DC-SIGN for binding the virus. Indeed, MGC 2 has affinity for
recombinant DC-SIGN (Schaeffer et al., 2013). The lipid chain plays an
important role in the affinity of MGCs to recombinant DC-SIGN
(Dehuyser et al., 2012), which is most likely related to the formation of
micelles and hence an increase in avidity. However, the finding that
MGC 2 displays antiviral activity in hepatoma and Vero cells that lack
this lectin, shows that the MGC 2 activity is not solely explained by a
competition with the virus for DC-SIGN. Further, while the replacement
of the mannose by a different sugar abolished interaction to DC-SIGN
(Schaeffer et al., 2013), it had little impact on anti-DENV activity. On
the other hand, we found that the lipid chain plays a critical role in the
antiviral activity. How to consolidate these findings? All things con-
sidered, we interpret the data that MGCs in their micellar form bind
with high affinity to any cell surface lectins; once bound, the micelles
are disrupted to allow the lipid chain to insert into the membrane lipid
bilayer. Owing to this dual function, namely formation of micelles and
entry into the cell membrane, modifications of the lipid chain are
poorly tolerated. In addition, the different fatty acids are likely to have
an impact on cell membrane composition and physical properties. The
polyunsaturated fatty acids (in MGC 3, 5) would have a favorable in-
teraction with the non-raft membrane domains, resulting in the stabi-
lization of the ordered rafts (Levental et al., 2016), whereas the satu-
rated MGC 2 is likely to assemble into the ordered, saturated lipid-raft
membrane domain and induces its destabilization (Sezgin et al., 2017).
The more rigid MGC 2U with two triple unsaturations would be less
tightly associated with the lipid raft. On this basis, MGC antiviral action
would correlate with raft incorporation and destabilization.

Although our data cannot exclude a direct interaction of MGC 2
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with the DENV envelope, they clearly point to a cell membrane al-
teration resulting in a subsequent block of virus fusion out of endo-
somes. Further work is required to determine in what way MGC 2 could
alter the lipid/protein composition or the dynamics (stiffness versus
fluidity) of the membranes.

The role of lipids in viral infection (entry, trafficking, replication
and egress) is well recognized (Mazzon and Mercer, 2014); in the case
of DENV, this virus utilizes a specific lipid for fusion from the late en-
dosomes (Zaitseva et al., 2010). Thus, the pharmaceutical interference
of cellular membrane composition and fluidity represents a new para-
digm for broad-spectrum antiviral discovery (Pollock et al., 2010; St
Vincent et al., 2010; Vigant et al.,, 2015). In addition to exploring the
molecular interaction between MGCs and cell membrane lipids, a fur-
ther question is whether MGC 2 confers protection against viruses other
than DENV, given the broad-spectrum antiviral activity that results
from targeting membranes. The high selectivity index of MGC 2 in
human cells and its good water solubility makes this conjugate a novel
and attractive candidate for further testing in cellular and animal
models.
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TO THE EDITOR

Therapeutic modulation of human cutaneous antigen-presenting cells (APCs) that control the fate of T cells
represents an interesting option for immunotherapy. As they capture glycosylated proteins via C-type lectins,
anti-lectin antibodies have been used to specifically convey antigens to APCs (Romani et al., 2012;Stoitzner
et al., 2014;Kastenmuller ef al., 2014). Beyond potential therapeutic applications, APC-targeting strategies
can also be harnessed to acquire fundamental knowledge about their function (Flacher et al., 2014). In human
skin, epidermal Langerhans cells (LCs), CDlc" dermal type-2 conventional dendritic cells (¢cDC2) and
CD141" dermal ¢cDC1 (Nestle ef al., 2009;Schlitzer et al., 2015) are attractive targets to stimulate naive T
cells in lymph nodes. Dermal APCs (dAPCs) also include two CD 14" subsets that express the lectins Mannose
Receptor (MR)/CD206 and DC-specific intracellular adhesion molecules-3 grabbing non-integrin (DC-
SIGN)/CD209 (Klechevsky et al., 2008;McGovern et al., 2014). During skin explant culture, CD14" dermal
DCs (dDCs) can migrate into the supernatant, whereas sessile macrophages require enzymatic digestion to be
isolated from the dermis. Nevertheless, in-depth comparison highlighted strong similarities between CD14"
dDCs and dermal macrophages (McGovern et al., 2014). Both are now considered as permanent dermal
residents that may exert local functions in pathogen capture and interactions with skin-resident memory T
cells (TRM) (Clark, 2015). Subset differences might reflect their origin, i.e. monocyte-derived dDCs vs.
embryonically seeded resident macrophages (Ginhoux and Guilliams, 2016;McGovern et al., 2014). Because
tools to specifically target human CD14" dAPCs remain scarce (Duinkerken ef al., 2019), we propose here a

novel approach based on recombinant viral envelope proteins.
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Mosquito-borne Chikungunya virus (CHIKYV), of the flavivirus genus of Togaviridae family, is introduced
in the dermis during a blood meal. CHIKYV infection triggers high fever, arthritis, skin rash, myalgia and
persistent arthralgia. In the absence of specific antiviral therapy, treatment options are limited. Our finding
that CD14" dAPCs are preferentially infected by Dengue virus (Kwan et al., 2008;Schaeffer ef al., 2015)
prompted the idea that they may represent an immediate CHIKV target. CD14" dAPCs isolated from digested
dermis, monocyte-derived DCs (MDDCs) and dermal-like macrophages (MDdMs) were exposed to CHIKV-
06.049 strain (MOI=2.5) and compared with HeLa cells, in which vigorous viral replication is expected
(Sourisseau et al., 2007). CD14" dAPCs and their monocyte-derived equivalent MDdMs were permissive
CHIKYV target cells, as well as MDDCs, which resemble the inflammatory DCs recruited to the site of infection
(Figure 1A).

We hypothesized that APCs express endocytic receptors of viral capsid proteins. CHIK-sE2, a soluble form
of CHIKYV envelope glycoprotein E2, was fused to the SNAP proprietary enzyme and produced in insect cells
to retain specific N-glycosylations that may be recognized by lectins (Figure 1B). In surface plasmon
resonance assays, CHIK-sE2 displayed high affinity for MR and DC-SIGN (Figure S1A/B), with dissociation
constants of 3.9nM and 51.1nM, respectively (Figure S1C). CHIK-sE2 was then covalently conjugated via
its enzymatic SNAP moiety to AlexaFluor488 fluorochrome (Figure 1C). Since MDdMs and MDDCs, but
not monocytes, express high levels of DC-SIGN (Kwan et al., 2008), we assessed their binding of the viral
glycoprotein. CHIK-sE2-A488 labelled MDdMs and MDDCs but not monocytes, and an anti-CHIK-sE2
antibody could diminish binding to MDDCs (Figure 1D/E). Moreover, fluorescence microscopy revealed
intracellular vesicles containing CHIK-sE2-A488 within MDdMs and MDDCs (Figure 1F).

To evaluate whether CHIK-sE2 can target CD14" dAPCs within the skin, we compared its capture by
different primary cutaneous APCs and non-hematopoietic cells. Epidermal cell suspensions, fibroblasts or
purified CD14" dAPCs and CDIc¢" dDCs were incubated with CHIK-sE2-A488 and binding efficacy was
measured by flow cytometry. CD14" dAPCs displayed clear binding of CHIK-sE2-A488, as opposed to
keratinocytes, LCs, fibroblasts and CD1¢" dDCs (Figure 1G). Anti-CHIK-sE2 mAb inhibited the interaction
with CD14" dAPCs. Quantitative analyses on skin samples from different individuals confirmed that only
CD14" dAPCs could efficiently capture CHIK-sE2-A488 (Figure 1H). Moreover, we found a strong
correlation (R*=0.73) between DC-SIGN expression and CHIK-sE2-binding (Figure 11I). Finally, CHIK-sE2-
A488 was detected as condensed spots in the cytoplasm of CD14" dAPCs, reflecting endocytic uptake (Figure
1J).

We next tested whether CHIK-sE2 could be used to convey antigens to CD14" dDCs, which stimulate T
cells more potently than macrophages (McGovern et al., 2014). To assess binding to CD14" dDCs in
comparison with the other skin DC subsets, we cultured skin explants for 3 days and retrieved LCs, CD14"

dDCs and CD14" dDCs from the supernatant (Figure 2A). When the cell suspension was exposed to CHIK-
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sE2-A488, only CD14" dDCs significantly captured the fluorescent protein (Figure 2B/C). Internalization
was demonstrated by confocal fluorescent microscopy (Figure 2D and Video S2). To address antigen
presentation, we used a CD4" T-cell line with defined specificity for HLA-DR1-restricted antigenic peptide
of the Epstein-Barr virus Nuclear Antigen-1 (EBNA1) (Ruhl ef al., 2019). Total migrating APCs or CD14"
dDCs from HLA-DRI1" skin explants (5 donors out of 34) were first loaded with CHIK-sE2 conjugated to
EBNAI1 peptide (Figure 2E). APCs were then cocultured with CFSE-labelled, EBNA 1-specific CD4" T cells.
After 5 days, proliferation and intracellular IFN-y production were quantified by flow cytometry. Alone or
with mismatched, non-DR1 APCs, T cells did not proliferate (Figure 2F). Conversely, CHIK-sE2-EBNA1-
exposed APCs from HLA-DR1 donors strongly enhanced proliferation (Figure 2G) and triggered IFN-y
production (Figure 2H) of EBNA1-specific T cells. Finally, targeting purified CD14" dDCs with CHIK-sE2-
EBNA1 was sufficient to promote EBNAI-specific T-cell proliferation. Yet, IFN-y production was not
significantly enhanced, possibly because CD14" dDCs produce anti-inflammatory IL-10 (Klechevsky et al.,
2008).

Cutaneous TRM are derived from effector T cells that colonize the skin to mediate adaptive immune
responses (Clark, 2015). CD14" dAPCs might be critically involved during secondary exposure to cognate
antigen, because they also permanently reside in the skin and can reactivate memory T cells (McGovern et
al., 2014). CD14" dAPCs targeting by CHIK-sE2 could be particularly useful to investigate and influence
these interactions for therapeutic purposes. Moreover, our work suggests that arboviruses may represent a
natural reservoir of molecules targeting different skin APCs. They may be derived into a specific delivery
system for antigens but also adjuvants, silencing RNA or toxins, thereby harnessing the properties of skin

APCs for immunotherapy or vaccination.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: CD14" dAPCs are infected by Chikungunya virus and selectively capture CHIK-sE2
recombinant envelope protein

(A) HeLa cells, MDdMs, MDDCs and CD14" dAPCs were exposed to CHIKV at an MOI of 2.5. After 2h,
the cells were washed and cultured for 24h. The cell supernatant was harvested and viral progeny titrated on
AP-1 cells by a focus infectivity assay. (B) Schematic representation of CHIK-sE2 cloned in frame with a
SNAP-tag and produced in S2 insect cells. Red residues depict N-glycosylation sites N264, N274 and N346.
(C) Covalent coupling to CHIK-sE2 occurs when the SNAP enzymatic moiety reacts with benzylguanine
(BG)-coupled AlexaFluor488, generating fluorescent CHIK-sE2-A488. (D) Interaction of CHIK-sE2-A488
with monocytes, MDdMs and MDDCs. The cells were incubated for 30 min at 37°C with 150nM CHIK-sE2-
A488 or left untreated, then analyzed by flow cytometry. Representative histograms are shown. For MDDCs,
CHIK-sE2 was preincubated with or without anti-CHIK-sE2 mAb. (E) Relative mean fluorescence intensity
(MFI) of CHIK-sE2-A488-treated cells vs. untreated cells. (F) Confocal microscopy images of MDdMs and
MDDCs incubated with CHIK-sE2-A488. Counterstaining of HLA-DR allows visualization of the cell
surface. DAPI labels nuclei in blue. Scale bars: 10um. (G) Healthy human skin samples were from donors
undergoing plastic surgery. Epidermal cell suspensions were prepared by trypsin digestion. HLA-DR" CD1a"
LCs and HLA-DR™ CDla" keratinocytes were identified by flow cytometry. The dermis was digested by
collagenase and CDIc¢" dDCs were isolated by anti-CD1c-coupled magnetic beads. After 2 days of culture,
the dermal fibroblasts were identified as HLA-DR™ CD14" adherent cells and the non-adherent CD14" dAPCs
were isolated by anti-CD14-coupled magnetic beads. 10° enriched cells were incubated in serum-free medium
for 1h at 37°C with 150nM CHIK-sE2-A488 or left untreated. Where indicated, CHIK-sE2-A488 was
preincubated for 20min with anti-CHIK-sE2 mAb before addition of CD14" dAPCs. Cells were stained with
antibodies against HLA-DR, CDla, CD14 and CDlc and analyzed by flow cytometry. (H) Relative MFI
comparing the fluorescence intensity of CHIK-sE2-A488-treated vs. untreated cells. (I) Correlation between
CHIK-E2 binding and DC-SIGN expression by CD14" dAPCs. (J) Confocal microscopy images of CD14"
dAPCs exposed to CHIK-sE2-A488 for 30 min at 37°C. Cells were labelled for cell-surface HLA-DR, fixed
and visualized by fluorescence microscopy. DAPI labels nuclei in blue. Scale bars: 10um. Data were obtained
from at least three different donors and are presented as mean =SEM. Statistical comparisons: ANOVA

followed by post-hoc tests (ns: non significant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figure 2: CHIK-sE2 conveys antigenic peptide to CD14" dDCs for presentation to CD4" T cells. (A)
Whole skin pieces were floated onto complete culture medium for 3 days. 10° total emigrating cells were
incubated alone or with 150nM CHIK-sE2-A488 in serum-free medifor 1h at 37°C. Cells were then stained
with antibodies against HLA-DR, Langerin/CD207, DC-SIGN/CD209, and CD14 and analyzed by flow
cytometry. (B) Representative histograms of cells treated with CHIK-sE2-A488 or left untreated. (C) Relative
MFI comparing the fluorescence intensity of CHIK-sE2-A488 vs. untreated cells. (D) CD14" dDCs enriched
by CD14 MACS were incubated with CHIK-sE2-A488 for 1h at 37°C, then fixed with 4% PFA and
counterstained with anti-CD14 to highlight cell surface. Fluorescent CHIK-sE2 was visualized in intracellular
compartments of targeted cells by spinning-disk confocal microscopy. (E) Schematic representation of
EBNA1-derived peptide coupling to CHIK-sE2. The selected peptide contains the cognate HLA-DRI-
restricted CD4" T cell epitope (underlined). (F) EBV-specific T-cell activation by the indicated skin APC
populations with and without CHIK-sE2-EBNA1 loading (200nM) was measured as EBNA1-specific T cell
proliferation by CFSE dilution assays. (G) IFN-y production was assessed by intracellular cytokine staining
in proliferating EBNA1-specific CD4" T cells after cognate peptide restimulation of co-cultures with the
indicated skin APC populations with and without CHIK-sE2-EBNA1 loading. Data were obtained from at
least three different donors and are presented as mean £SEM. Statistical comparisons: ANOVA followed by

post-hoc tests (ns: non significant, *p<0.05, **p<0.01).
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Figure S1: DC-SIGN and MR are receptors for CHIK-sE2. Affinity of CHIK-sE2 for immobilized MR
(A) and DC-SIGN (B) were measured by surface plasmon resonance. Sensorgrams depict association and
dissociation to DC-SIGN (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, and 1.6uM of CHIK-E2) and MR (3.1, 6.3, 12.5, 25, 50 and
100nM of CHIK-sE2). (C) Constants for the binding assays. The KD for DC-SIGN and MR were 51.1nM and
3.9nM, respectively.

Figure S2: Z-stack video rendition of CD14" dDCs loaded with CHIK-sE2-A488. CD14" dDCs enriched
by CD14 MACS were incubated with 150nM CHIK-sE2-A488 in serum-free medium for 1h at 37°C, then
fixed with 4% PFA and counterstained with anti-CD14 to highlight cell surface (magenta). Fluorescent CHIK -
sE2 (green) was visualized in intracellular compartments of targeted cells by spinning-disk confocal

microscopy.

SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS

Antibodies and media

The following antibodies were used for flow cytometry: HLA-DR (clones Tii39 or L243), CD206/MR (19.2),
CD209/DC-SIGN (DCN46), CDl1a (HI149), CD86 (FUN-1), IFN-y (B27), CD3 (UCHT1) from BD, CD14
(MEM-18, Immunotools), CD1c (AD5-8E7) and CD4 (REA623) from Miltenyi Biotec, and CD207/Langerin
(DCGM4, Dendritics). Staining buffer was PBS containing 2% fetal calf serum (FCS; Dutscher) and 2.5mM
EDTA (SE buffer). Dead cells were labelled by Fixable Viability Dye-eFluor450 (eBioscience) or Sytox Red
dye (Invitrogen). Cells were collected on FACSCalibur (BD) or Gallios (Beckman-Coulter) flow cytometers.
Data were analysed with CellQuest (BD), Kaluza (Beckman-Coulter) or FlowJo (Treestar) softwares.
Complete medium was RPMI1640 supplemented with 10pg/mL gentamycin, 100 units/mL penicillin,
100pg/mL streptomycin, 10mM HEPES (all from Lonza) and 10% FCS.
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Primary cell isolation and culture

Fresh abdominal skin was obtained from patients undergoing abdominoplasty with written informed consent
and institutional review board approval, in agreement with the Helsinki Declaration and French legislation.
Enzymatic digestion: Subcutaneous fat was removed and the remainder was incubated for 1h at 37°C in PBS
containing 0.5% trypsin XI (Sigma-Aldrich). The epidermis was then peeled off and agitated in complete
medium for 10min to liberate LCs and keratinocytes. The dermis was cut into small pieces and digested
overnight with 1mg/mL collagenase I (Invitrogen) and 50pug/mL DNAse (Sigma-Aldrich) at 37°C and 5%
COz in complete medium. The digested dermis was filtered in SE buffer with 50um cell strainers and dermal
cDC2 were isolated by anti-CD1c-coupled magnetic beads (Miltenyi Biotec). Remaining cells were incubated
for 48h in a 175cm? culture flask (50x10° cells/50mL complete medium). CD14" dAPCs were isolated from
the loosely adherent cells using anti-CD14-conjugated magnetic beads (Miltenyi Biotec). After an overnight
culture in dermal fibroblast-conditioned culture medium at 10° cells/mL, CD14" dAPCs were sorted by flow
cytometry as CD14" HLA-DR® CD86"" cells.

Skin explant cultures: 2cm? biopsies of ~Imm thickness were placed at air-liquid interface onto 40um cell
strainers in 6mL complete medium. After 3 days, migrating cells were harvested from the culture supernatant.
Resident memory T cells were excluded by selection with anti-CD3 magnetic beads (Miltenyi-Biotec). Where

indicated, CD14" dDCs were separated with anti-CD14 magnetic beads (Miltenyi-Biotec).

Monocyte-derived DCs and macrophages

Monocyte-derived dermal-like macrophages (MDdMs) and MDDCs were generated from blood monocytes
as described (Kwan et al., 2008). Briefly, 2x10° monocytes, purified from adult blood by counterflow
centrifugal elutriation (Etablissement Francais du Sang, Strasbourg, France) were cultured in SmL complete
medium in the presence of GM-CSF (50ng/mL) and IL-4 (10ng/mL) for MDDCs, or GM-CSF (25ng/mL),
IL-10 (25ng/mL) and M-CSF (10ng/mL) for MDdMs. On day 3, the culture was refreshed with ImL of
complete medium containing GM-CSF (50ng/mL) and IL-4 (10ng/mL) for MDDCs, or GM-CSF (12.5ng/mL)
and IL-10 (12.5ng/mL) for MDdMs. On day 5, cells were characterized by flow cytometry for expression of
CDla, CD14 and DC-SIGN.

Cell lines
HeLa and Vero cells were cultured at 37°C and 5% CO; in DMEM (Invitrogen) supplemented with 10% FCS
and antibiotics. Aedes pseudoscutellaris AP-61 mosquito cells were cultured at 27°C in Leibovitz’s L-15

medium (Invitrogen) supplemented with 10% FCS, 1% tryptose phosphate broth (Eurobio) and antibiotics.
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Viral infections

The CHIKV-06.049 virus strain was isolated from a young adult during the 2006 outbreak of Chikungunya
fever in La Réunion island (Schuffenecker et al., 2006). Virus stocks were produced on mosquito AP-61cells
(Brehin et al., 2008) and all infectivity titers were expressed as plaque-forming units on Vero cells. 5x10*
HeLa cells, CD14" dAPCs, MDdMs and MDDC were exposed to CHIKV at an MOI of 2.5, or mock-infected,
in RPMI1640 supplemented with 2% FCS for 2h at 37°C. Virus was removed by extensive washing and cells
were kept for 22h in their respective culture media. The supernatants were used for titer analysis by the plaque-

forming assay on Vero cells.

Recombinant CHIK-sE2 protein production

Stably transfected Drosophila melanogaster S2 cell line inducible for the secretion of the ectodomain of
CHIKYV envelope E2 protein (CHIK-sE2; residues 4-364) were described elsewhere (Aubry et al., 2015).
Briefly, a SNAP adaptor sequence (New England Biolabs) was fused in-frame to the C-terminus of
recombinant CHIK-sE2, resulting in a chimeric protein that was purified from the supernatants of S2 cells.
SNAP is the catalytic site of O6-alkylguanine-DNA-alkyltransférase. 3D rendition of CHIK-sE2-SNAP was

created with the Yasara software.

Surface plasmon resonance

Surface plasmon resonance experiments were performed using a Biacore 3000. Extracellular domains of DC-
SIGN[Lys62-Ala404] and MR[Leul9-Lys1383] (R&D Systems) were immobilized on a CM5 sensor chip
(GE-Healthcare) by injecting 70uL of recombinant proteins (50pug/mL in formate buffer, pH 4.3) onto the
surface activated with N-Ethyl-N’-dimethylaminopropyl carbodiimide/N-hydroxysuccinimide. 20uL of
ethanolamine hydrochloride, pH 8.5, saturated the free activated sites of the matrix. Biosensor assays were
performed with HEPES-buffered-saline (10mM HEPES, 150mM sodium chloride, pH 7.4) containing 0.005%
surfactant P20 and SmM CacCl2, as running buffer. All binding experiments were carried out at 25°C with a
constant flow rate of 20uL/min. CHIK-sE2 dissolved in the running buffer was injected for 3min, followed
by a dissociation phase of 3min. The sensor chip surface was regenerated after each experiment by injecting
10uL EDTA 0.5M pH 8.0. The kinetic parameters were calculated using the BIAeval 4.1 software. Analysis
was performed using the simple Langmuir binding 1:1 model with separate ka/kd (kon/koff). The specific
binding profiles were obtained after subtracting the response signal from the control channel and from blank-
buffer injection. The fitting to each model was judged by the chi-square value and randomness of residue

distribution compared to the theoretical model.
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CHIK-sE2 binding studies

Benzylguanine (BG)-AlexaFluor488 fluorochrome (New England Biolabs) was covalently linked to CHIK-
sE2 via the SNAP moiety according to the manufacturer’s recommendations. 10° cells were incubated in
200uL RPMI1640 alone or with 2pg of CHIK-sE2-A488 (final concentration ~150nM) for 30min at 37°C.
The cells were then washed and labelled for cell surface markers in SE buffer and analyzed by flow cytometry.
Where indicated, CHIK-sE2 (1.2png) was pre-incubated for 30min at 4°C with anti-E2 monoclonal antibody
3E4 (0.9ug) to verify specificity of binding (Brehin et al., 2008). To quantify binding efficiency, the mean
fluorescent intensity (MFI) of CHIK-sE2-A488-exposed cells was calculated relatively to the MFI of untreated
cells, which was set at 100%. For internalization studies by confocal microscopy, cells exposed to CHIK-sE2-
A488 were washed in SE buffer and counterstained with antibodies against HLA-DR or CD14 for 25min on
ice. The cells were washed twice, fixed in 4% formaldehyde for 20min at RT, and the secondary goat-anti-
mouse AlexaFluor594 antibody (Invitrogen) was added and incubated for 30min on ice. After washing, nuclei
were labelled with DAPI. Samples were mounted on glass slides in fluorescence mounting medium (Dako).

Images taken with Zeiss confocal microscopes LSM510 and Axio Observer Z1 were analyzed with Imagel.

Peptide synthesis

Peptides were assembled using optimized Fmoc chemistry protocols with a multichannel peptide synthesizer
(Neimark and Briand, 1993). Side-chain deprotection and cleavage of peptides from the solid support was
performed by treatment with reagent K (82.5% TFA v/v, 5% phenol w/v, 5% water v/v, 5% thioanisole v/v,
2.5% 1,2-ethanedithiol v/v) for 150min at 20°C. Peptides were purified by reversed-phase HPLC (RP-HPLC)
using a Beckman preparative HPLC system (Gagny, France) on a Nucleosil C18 (I x 30cm) column,
(Macherey Nagel, Hoerdt, France). The elution was achieved with a linear gradient of aqueous 0.1% TFA and
0.08% TFA 1in acetonitrile at a flow rate of 6mL/min with UV detection at 230nm. The purity of peptides was
controlled by analytical RP-HPLC on a Beckman instrument (Gagny, France) with a Nucleosil C18 Sum
column (150 x 4.6mm) using a linear gradient of 0.1% TFA in water and acetonitrile containing 0.08% TFA
at a flow rate of 1.2mL/min. The integrity of each peptide was assessed by LC/MS using a Thermo Finigan
LCQ.

The Epstein-Barr virus Nuclear Antigen-1 (EBNA1)-derived peptide (507-535;
CVFVYGGSKTSLYNLRRGTALAIPQRLTG) was bound to BG-maleimide (New England Biolabs) by
reacting with the thiol group of the N-terminal cysteine residue, before purification by HPLC.
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Expansion of EBNA1-specific CD4+ T memory cells

Allogeneic PBMCs were purified from buffy coats of healthy blood donors (EFS) by Ficoll gradient (Sigma-
Aldrich). 5x10° EBNAI-specific CD4" T cell (CK-NLR line, HLA-DR1) cells/well were cocultured with 10°
irradiated PBMCs (3000rad) and 2x10% irradiated, EBV-infected autologous B-LCL (20000rad) in RPMI1640
supplemented with 8% PHS (pooled human sera, Corning), 150U/mL IL-2 (Novartis), lpg/mL
Phytohemagglutinin-L (Sigma-Aldrich), and gentamicin. After 5 days, half of the medium was refreshed with
RPMI1640 + 8% PHS + gentamycin + 450U/mL IL-2. Cells were monitored daily and split into the same
medium and new 96 well-plates if necessary, until freezing at day 14 (Ruhl ef al., 2019).

Antigen presentation assays

Genomic DNA was extracted from 40-80mg of skin using Nucleospin columns (Macherey-Nagel) and HLA
haplotype of donors was determined with SSP HLA DQDR Combitray kit (Olerup). BG-EBNAI1 peptide
(250pmol) was coupled to CHIK-sE2 (200pmol) via the SNAP moiety in PBS. CHIK-sE2-EBNA1 (200nM)
was incubated with 5x10° migratory skin DCs or CD14* dDCs for 1h in RPMI1640 medium. 10* T-cell
depleted, CHIK-EBNA 1-loaded skin DCs or CD14" dDCs from HLA-DR1 donors were cocultured in 200puL
RPMI1640 + 8% PHS in 96-well U-bottom plates with 5x10* EBNA1-specific CD4" T cells previously
labelled with 0.5uM carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). After 5 days, T cells were restimulated
6h with EBNAT1 peptide (1pug/mL), including 4h with 10ug/mL brefeldin A and 1uM monensin (BD). T cells
were stained for CD3 and CD4, then fixed and permeabilized with BD Cytofix/Cytoperm Kit, stained with
anti-IFN-y antibody and analyzed by flow cytometry. T-cell proliferation was determined by CFSE dilution.

Statistical analyses
Data from different experimental conditions were tested by ANOVA, followed by relevant post-hoc multiple
comparisons. Tests were performed with Prism 6.0 software (GraphPad). Values of p below 0.05 were

considered significant.
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Reconstitution in vitro des

réponses immunitaires initiales
dans la dermatite atopique

Résumé

La dermatite atopique (DA) est une maladie cutanée inflammatoire chronique, caractérisée par un
infiltrat de lymphocytes T helper 2 (Th2) et une sensation de prurit. Cette réponse est sous influence du Thymic
Stromal Lymphopoietin (TSLP), produit par les kératinocytes, qui affecte la capacité des cellules dendritiques
(DCs) de la peau a orienter des lymphocytes T. Nous proposons ici de nouvelles stratégies pour modéliser la
DA in vitro chez I’homme. Nous avons validé¢ la vitamine D3 pour initier des réponses Th2 TSLP-dépendantes
(IL-13+) sur des explants de peau saine. Dans les DCs de peau ou dérivées de monocytes (MonoDCs), nous
avons démontré que la vitamine D3 provoque de profonds changements phénotypiques, caractérisés par
I’expression du marqueur CD14. Ces cellules conduisent spécifiquement a une orientation Th2 (IL-4+) TSLP-
indépendante. En parall¢le, nous avons constitué¢ un modele 3D de peau contenant des DCs, des neurones et
des kératinocytes, dans lequel nous évaluerons si la vitamine D3 et d’autres agents peuvent induire une réponse
Th2, et si celle-ci peut étre influencée par les neurones. Cette étude aidera a la conception de thérapies

spécifiques de la DA.

Mots clés : Dermatite atopique, Thymic stromal lymphopoietin, Cellule dendritique, T helper 2, Vitamine D3,
Modele de peau reconstruite

Résume en anglais

Atopic dermatitis (AD) is a chronic cutaneous inflammation driven by T helper 2 cells (Th2) and
characterized by a persistent itch. This response relies on Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) production
by keratinocytes and T cell orientation by TSLP-stimulated skin dendritic cells (DCs). Here, we propose new
strategies to model AD pathogenesis in human systems. We validated vitamin D3 as an initiation stimulus for
human TSLP-dependent Th2 (IL-13+) responses in healthy skin explants. In skin DCs and monocyte-derived
DCs (MonoDCs), we showed that vitamin D3 provokes marked phenotypic alterations, characterized by CD14
expression. These cells specifically lead to TSLP-independent Th2 (IL-4+) orientation. In parallel, we have
constructed a 3D skin model harboring DCs, sensory neurons and keratinocytes, in which we will evaluate
whether vitamin D3 and other stimuli may induce Th2 responses, and how this might be regulated by neurons.

This approach will help the rational design of AD-specific therapies.

Keywords: Atopic dermatitis, Thymic stromal lymphopoietin, Dendritic cell, T helper 2, Vitamin D3,
Reconstructed skin model




