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INTRODUCTION

Chapitre 1 : La peau

La peau est I'organe le plus important du corps humain, représentant environ 15 % du poids total du
corps et ayant une surface d’environ 1,8 m2. La peau, a l'interface entre le corps et I'environnement
extérieur, assure une fonction barriere qui protége contre les agressions physiques, chimiques et

biologiques, notamment grace a sa structure complexe [1-3].

La peau représente en effet la premiere ligne de défense contre les agressions extérieures mais elle
posseéde également un trés grand nombre d’autres rbles tels qu’une protection physique et
chimique, par sa structure cohésive, contre les forces mécaniques et la pénétration de substances
chimiques et de pathogenes [2].

La peau assure également une fonction de régulation de la température du corps humain. Lors
d’exposition a des températures extérieures froides ou chaudes, ou en cas de régulation interne, des
changements dans la circulation sanguine interviennent grace a une modulation de I'activité du nerf
vasoconstricteur de la peau. [4].

Enfin, la peau a une fonction métabolique en participant au maintien de 'homéostasie locale et
globale grace a la production, par le systeme neuroendocrinien cutané, d’hormones, de neuro-
hormones et de neurotransmetteurs comme les catécholamines (dopamine, épinéphrine,
norépinéphine), les sérotonines et I’histamine [5]. La peau peut également produire des vitamines et
constitue notamment une source endogene de vitamine D, pro-hormone essentielle aux systémes

osseux et cardiovasculaire [5, 6].

I. Structure et composition de la peau

La peau est composée de 3 régions qui sont, de l'intérieur vers I'extérieur, I'hypoderme, le derme et
I’épiderme. Elle est également formée de structures annexes comme les glandes sébacées, les

glandes sudoripares et les follicules pileux [1, 7] (Figure 1).
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Figure 1 : Structure de la peau chez ’'Homme. La peau est constituée de 3 couches, I’hypoderme, le derme et
I’épiderme (de l'intérieur vers I'extérieur). Elle est également formée de structures annexes comme les glandes
sébacées, les glandes sudoripares apocrines et eccrines, et les follicules pileux. (D’aprés Kolarisck et al., 2011

(1])

L'hypoderme représente la couche la plus profonde de la peau. Ce tissu adipeux est composé
principalement d’adipocytes qui sont organisés en lobules, séparés par des septums fibreux,
permettant le passage des vaisseaux sanguins et des nerfs. Il est relié au derme via les fibres de
collagéne. De maniére générale, 80 % du gras corporel est contenu dans I’hypoderme. Son épaisseur
varie selon les sites et il permet le stockage d’énergie ainsi que la production d’hormones comme la
leptine, de peptides comme I’angiotensinogene, d’adipocytokines comme I'adiponectine et la

résistine ou encore l'interleukine (IL)-6 et le tumor necrosis factor (TNF) a [1, 7-9].

Le derme est un tissu conjonctif de 0,5 mm d’épaisseur en moyenne qui procure une élasticité et une
résistance a la peau. Il est divisé en 2 parties, le derme papillaire, superficiel, formé d’un tissu
conjonctif lache, et le derme réticulaire, en profondeur, formé d’un tissu conjonctif dense. Le derme
est constitué de différents éléments fibrillaires (fibres de collagéne et élastiques) et cellulaires
(fibroblastes et cellules immunitaires) mais également de vaisseaux sanguins, de nerfs sensoriels et
de corpuscules [1, 8]. Les fibres de collagénes, principalement de type | et lll, représentent 70 % du

poids sec du derme et en sont donc le composant majeur. Elles sont impliquées dans la résistance du
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tissu. Les fibres élastiques, principalement I'élastine et la fibrilline, représentent, quant a elles, 5 %,
du poids sec du derme et participent a I'élasticité de la peau. Les différentes fibres baignent dans la
substance fondamentale composée de protéoglycane, de glycoprotéines et d’acide hyaluronique
produits par les fibroblastes [1, 8]. Les fibroblastes, type cellulaire prédominant, synthétisent le
collagéne et les fibres élastiques. Le derme contient également des cellules immunitaires comme les
histiocytes, les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) telles que les cellules dendritiques (DC), et
les mastocytes ainsi qu’une forte proportion de glandes sudoripares eccrines et apocrines. Enfin, le

derme est trés vascularisé par le biais de capillaires et d’artéres de différentes tailles [1, 7, 8].

L'épiderme est un épithélium de revétement squameux et pluristratifié, non vascularisé mais
innervé. Il est séparé du derme par le biais de la jonction dermo-épidermique qui est une zone
membranaire basale poreuse autorisant les échanges cellulaires, fluidiques et le maintien des 2
couches tissulaires. Elle participe également a la polarisation cellulaire, a la migration cellulaire ou
encore a I'organisation du cytosquelette [1]. D’une épaisseur inférieure a 200 nm, la jonction dermo-
épidermique est formée d’une région issue des kératinocytes basaux, qui contient les
hémidesmosomes, et d’une région formée de fibrilles d’ancrage et de collagéne issue des
fibroblastes dermiques. Les jonctions dermo-épidermiques contiennent également des constituants
impliqués dans I'adhérence comme la plectine, le collagéne de type XVII et les laminines 5 et 6 [1, 7,
8].

L'épiderme est renouvelé continuellement et est essentiel a la fonction barriére de la peau de par sa
localisation, sa structure et sa composition. Il forme ainsi une barriére physique permettant de lutter
contre I'entrée de substances étrangéres ou de micro-organismes, de résister au stress mécanique
ainsi qu’une barriére empéchant les pertes d’eau. [3, 10, 11]. L'épiderme contribue également aux
réponses immunitaires en produisant des peptides antimicrobiens (PAMs) et de nombreux
médiateurs inflammatoires [12]. Enfin, la couche cornée de I'épiderme est colonisée par de tres
nombreux micro-organismes essentiels au bon fonctionnement de la fonction barriere et impliqués

dans les réponses immunitaires [13, 14].

L’épiderme est formé de 4 couches selon I'état de différenciation des kératinocytes (Figure 2) :

- La couche basale, ou stratum basale, est composée d’une seule couche de kératinocytes
cylindriques indifférenciés. Les kératinocytes de la couche basale se caractérisent par un
noyau ovale et allongé. Cest au niveau de cette couche que les cellules souches
épidermiques se situent et peuvent entrer en division permettant le renouvellement de

I’ensemble des couches de I'épiderme.



La couche spineuse, ou stratum spinosum, est composée de 5 a 10 couches de kératinocytes
en cours de différenciation dont la forme, la structure et les propriétés different selon leur
localisation. En superficie, les cellules contiennent des granules lamellaires composés de
glycoprotéines, de glycolipides et d’hydrolases qui vont libérer les précurseurs lipidiques
nécessaires a la formation de la couche cornée. Les kératinocytes sont liés les uns aux autres
par les desmosomes et les jonctions lacunaires.

La couche granulaire, ou stratum granulosum, est la derniere couche a étre constituée de
cellules vivantes. Les kératinocytes, souvent répartis en 2 ou 3 couches, sont aplatis et riches
en granules de kératohyalines. lls sont impliqués dans la synthése des protéines de
kératinisation, a savoir la filaggrine et la loricrine.

La couche cornée, ou stratum corneum, est formée par les cornéocytes et assure une
résistance envers les forces mécaniques, empéche les pertes d’eau et I'entrée de substances
chimiques et de pathogénes. Les cornéocytes, aplatis, larges et polyédriques, ne possedent
plus de noyaux et sont donc considérés comme morts. lls forment un feuillet continu, et sont
connectés entre eux par les cornéodesmosomes et incorporés a une matrice lipidique
constituant un ensemble cohésif. IIs sont entourés d’une enveloppe protéique, résistante aux
enzymes protéolytiques, qui joue un réle dans les propriétés biomécaniques. Le stratum
corneum est également composé de lipides, comme les céramides, indispensables a
I’organisation structurale, les acides gras, impliqués dans le maintien du pH, et le cholestérol
assurant la fluidité des membranes. Enfin, il contient des filaments de kératine qui s’agregent
et forment des microfilaments. En moyenne, 15 couches constituent le stratum corneum et

la kératine représente 60 % de son poids sec [1, 3, 7, 15].
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Figure 2 : Structure de I’épiderme et des jonctions intercellulaires. L'épiderme est composé de 4 couches en
fonction de I'état de différenciation des kératinocytes qui le constituent. De I'état le moins différencié (a
I'intérieur) vers I'état le plus différencié (a I'extérieur), les kératinocytes se répartissent successivement du
stratum basale au stratum corneum. Les cellules communiquent entre elles par de nombreux types de
jonctions comme les desmosomes, les hémidesmosomes, les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les

jonctions lacunaires. (D’aprés Simpson et al., 2012 [11])

Les kératinocytes représentent 80 % des cellules de I'épiderme mais d’autres types cellulaires comme

les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel sont aussi présents [1, 7, 11].

Les kératinocytes subissent un processus de différenciation au cours duquel ils migrent de la couche
basale a la couche cornée. Les phases de division se font dans la couche basale pour progressivement
arriver a un stade de dégénérescence lors de leur transformation en cornéocytes dans la couche la
plus superficielle de I'épiderme. Ce processus de différentiation chez un individu sain prend environ

40 jours et implique I'expression de nombreuses protéines spécifiques.



Au cours de la différenciation cellulaire, les protéines exprimées par les kératinocytes évoluent. Dans
la couche basale, les kératines (K) 5 et 14 sont les principales protéines structurales qui vont
s’assembler pour former les filaments de kératines intermédiaires. Ces filaments vont, en
concomitance avec les desmosomes, 'actine et la tubuline, former le cytosquelette des tissus
épithéliaux. Dans les couches supérieures, K5 et K14 sont remplacées par K1 et K10 qui vont former
des filaments plus fins. Les kératines ont un réle important dans la résistance aux forces mécaniques
[10] (Figure 2).

Dans les derniéres étapes du processus de différentiation cellulaire, les cellules de la couche
granuleuse vont contenir des granules de kératohyalines qui contiennent la profilaggrine, sous forme
inactive, qui est un précurseur de la filaggrine, composant essentiel de la couche cornée [16].
Lorsque I'étape de cornification est initiée, la profilaggrine est déphosphorylée puis deux étapes de
protéolyse vont conduire a la formation de monomeres cationiques de filaggrine. Ces monoméres
sont désiminés et se détachent ainsi de la matrice filamenteuse des cornéocytes. Enfin, la filaggrine
va étre dégradée en différents acides aminés hydrophiles comme ['acide urocanique, I'alanine et
I'acide carboxylique pyrrolidone. Ces derniers forment le facteur naturel d’hydratation (FNH),
indispensable a I'hydratation du stratum corneum mais également au maintien du pH, de la
perméabilité, de la régulation des activités enzymatiques ainsi qu’aux défenses antimicrobiennes

faisant de la filaggrine une protéine clé de la fonction barriére de la peau [16-18] (Figure 3).
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Figure 3 : Métabolisme de la filaggrine. Apres transcription et traduction du géne codant la filaggrine, un
précurseur, la profilaggrine, est formé au sein des granules de kératohyalines. Par la suite, une
déphosphorylation suivie de différentes protéolyses permettra la synthese de monomeres de filaggrine, eux-
mémes désiminés. Enfin, la filaggrine sera dégradée en différents acides aminés au niveau de la couche cornée
qui contribueront notamment a la formation du facteur naturel d’hydratation. (D’apres Le Lamer et al., 2015

(18])

Bien que la filaggrine et les kératines représentent environ 80 % des protéines de I'épiderme,
d’autres protéines de structure sont impliquées dans la formation de la couche cornée comme la
loricrine, I'involucrine et les petites protéines riches en proline (PRPs) qui permettent une bonne
élasticité. Elles sont mises en relation les unes avec les autres par les transglutaminases 1, 2, 3 et 5

(TGs) afin d’assurer une stabilité structurale a la couche cornée [10, 11] (Figure 2).

Afin de maintenir la structure de I’épiderme intacte, I'adhésion intercellulaire est primordiale.
L'ancrage du stratum basale a la membrane basale se fait par le biais des hémidesmosomes qui
contiennent des intégrines. La cohésion et I'adhésion intercellulaires des différentes couches de
I’épiderme impliquent également de nombreuses jonctions cellulaires, comme les desmosomes, les

jonctions serrées et les jonctions adhérentes [10, 11]. Les desmosomes, composés de cadhérines
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transmembranaires comme les desmogléines-1, -2, -3 et -4 (DSG) et les desmocollines-1,-2 et -3
(DSC), sont présents dans toutes les couches de I'épiderme. Cependant, leur nombre augmente au
cours de la différenciation et leur morphologie change dans la couche cornée ou I'on parle de
cornéodesmosomes [10, 11].

Au niveau de la couche granuleuse, ce sont les jonctions serrées qui jouent un réle dans la fonction
barriére en contrélant le passage des fluides et des solutés, et en ayant un réle dans la surveillance
immunitaire [11]. Elles permettent I'adhésion entre les kératinocytes par la formation de feuillets.
Elles sont composées de protéines transmembranaires comme les claudines, de molécules
d’adhésion jonctionnelles, d’occludines et de tricellulines. Elles contiennent également des protéines
d’échafaudage comme les occludens zonula [11, 19]. Enfin, les jonctions adhérentes connectent les
filaments d’actine du cytosquelette entre cellules adjacentes tandis que les jonctions lacunaires

offrent une connexion directe entre les kératinocytes [11, 19] (Figure 2).

Les mélanocytes, 2°™ type cellulaire le plus important de I'épiderme, sont spécialisés dans la
synthése de pigment. lls sont confinés au niveau de la couche basale de I'épiderme et sont en
contact avec les kératinocytes des couches supérieures grace a leur prolongement. Lors de la
mélanogénese, les mélanocytes produisent la mélanine, responsable de la couleur de la peau, et
assurent un réle photo-protecteur lors d’exposition aux rayons ultraviolets (UV) [1, 7]. De plus, la
mélanine peut avoir une activité antimicrobienne et immunorégulatrice sur d’autres cellules, comme

les kératinocytes, les lymphocytes T ou encore les fibroblastes. [20].

Les cellules de Langerhans (LC) représentent, quant a elles, 3 a 8 % des cellules de I'épiderme et se
retrouvent principalement dans les couches spineuses et granuleuses [1, 7]. Les LC immatures ont
pour but de capturer les antigenes exogenes tandis que les LC matures migrent vers les ganglions

lymphatiques afin de stimuler les cellules T [21].

Enfin, les cellules de Merkel sont les cellules de I'épiderme en plus faible proportion et se retrouvent
plut6t au niveau des levres, du bout des doigts, de la paume des mains et du dos des pieds. Elles ont
une fonction de récepteurs mécaniques et agissent sur les terminaisons nerveuses périphériques en

sécrétant un signal chimique qui génére un potentiel d’action sur les annexes de la peau. [1, 7].

Dans la peau, de nombreuses cellules immunitaires résident a la fois dans le derme et I'épiderme et

exercent un roéle majeur dans la protection contre les pathogenes et dans la réponse inflammatoire.



Les cellules immunitaires de la peau sont principalement des CPA comme les cellules dendritiques,

des lymphocytes T, des mastocytes et des macrophages [22].

Les cellules dendritiques (DC) sont impliquées dans les réponses immunitaires, en particulier liées
aux infections virales et bactériennes. Ce sont des CPA dont le r6le est de présenter les antigénes aux
cellules T et B naives afin de générer une immunité contre les différents pathogéenes. Pour cela, elles
sont capables de migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques ou la réponse immunitaire sera initiée
[22].

Dans la peau, deux grandes classes de DC sont retrouvées : les LC dans I'épiderme (décrites
précédemment) et les DC du derme [22]. Les cellules dendritiques du derme (DDC) forment une
population hétérogene souvent caractérisées par I'expression du CD11c. Contrairement aux LC, les
DDC sont des cellules trés mobiles au sein du derme en raison de leur réle de surveillance
immunitaire. Les DDC sont les premiéeres a arriver au niveau des ganglions lymphatiques et initient
donc la réponse par les cellules T. Par la suite, elles participent a la réponse inflammatoire en
sécrétant des cytokines et des chimiokines [12, 22, 23]. Ajouté aux DDC résidentes, un groupe de
DDC, appelées DDC inflammatoires, apparait lors de la mise en place de la réponse inflammatoire en
particulier dans des pathologies comme la dermatite atopique (DA). Ce sont ces cellules qui vont
produire les cytokines et chimiokines, principalement de type Th2 a l'origine de la pathologie [23].
Enfin, il existe une population de DC appelée DC plasmacytoides (pDCs) en raison de leur
morphologie proche des plasmocytes. Les pDC produisent de grande quantité d’interféron (IFN) de
type | notamment pendant les infections virales puisqu’elles expriment TLR7 et TRL9 impliqués dans
la reconnaissance d’ARN et d’ADN viraux. Cependant, dans la peau normale, peu de pDC sont

retrouvées [23].

La peau contient deux fois plus de lymphocytes T (LT) que le sang avec plus de 2x10™ cellules T
résidentes dans I'épiderme et le derme [12]. Dans I'épiderme, les LT se retrouvent au niveau de la
couche basale et suprabasale, et a proximité des LC. Dans le derme, les LT se rassemblent autour des
vénules post-capillaires proches de la jonction dermo-épidermique [12]. Parmi les LT, on distingue,
en proportions égales, les CD4+ et les CD8+ qui, pour la plupart sont des LT mémoires exprimant le
« Cutaneous Lympocytes-Associated Antigen » ou CLA. Il existe de nombreux types de LT CD4 +
conventionnels, comme par exemple, les Thl, les Th2 et les Th17 [12]. Les Thl contribuent a
I'immunité adaptative en réponse a différents pathogenes intracellulaires comme les virus ou les

mycobactéries, et sont caractérisés par une forte production d’IFN-y et d’IL-2. Les Th2 sont
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impliquées dans l'induction de I'immunité humorale en réponse aux pathogenes extracellulaires
comme les bactéries, les champignons et certains parasites. Les Th2 sont associés a une forte
production d’IL-4, d’IL-5, d’'IL-9 et d’IL-13 [24]. Généralement, les maladies de la peau sont classées
selon le type de LT infiltrant prédominant. Ainsi, les réponses de type Th1 sont souvent associées a
des maladies auto-immunes ou au psoriasis tandis que les réponses de type Th2 sont plut6t
associées a des maladies allergiques comme la DA [12]. Récemment, les Th17, producteurs d’IL-17A
et F, et d’IL-22, ont été identifiés comme essentiels dans la défense contre les infections bactériennes
et fongiques, et semblent avoir un réle a la fois dans le psoriasis et la DA [12].

Les LT résidants ont donc un réle crucial dans le contréle des infections localisées et dans la réponse
inflammatoire tissulaire mais il existe également des cellules T non-conventionnelles représentées
par les LT y6 et des cellules natural killers (NK) [12]. Les LT y6 représentent moins de 10 % des
cellules T du derme et de I'épiderme mais leur nombre augmente dans certaines pathologies
cutanées. lls semblent agir comme des sentinelles immunitaires et jouer un role lorsque les cellules
épithéliales sont altérées en produisant de I'lFN-y et du TNF-a. En cas d’infection, les LT yb favorise le
déclenchement d’une réponse immunitaire rapide. Les cellules T NK invariantes, ont quant a elles, un
role dans la reconnaissance des glycolipides bactériens entrainant I'activation des kératinocytes et la

production rapide d’IFN-y et d’IL-4 [12].

Les mastocytes sont présents dans la peau principalement au niveau des vaisseaux sanguins du
derme. Les mastocytes sont impliqués dans la réponse directe et indirecte aux pathogénes, et sont
d’importants effecteurs de la réponse Th2 [22]. Il a été mis en évidence un réle des mastocytes dans
I'immunité innée contre les bactéries, les parasites, les virus et les champignons. En effet, les
mastocytes expriment un treés grand nombre de récepteurs de reconnaissance des pathogenes ou
encore des récepteurs aux médiateurs de I'inflammation. Une fois activés, leur dégranulation va
entrainer la production de nombreux médiateurs inflammatoires ou immunomodulateurs ainsi que
le recrutement des neutrophiles, des DC et des LT au niveau du site de l'infection. De plus, les
mastocytes peuvent participer a la production des PAMs [25]. Enfin, les mastocytes sont caractérisés
par I'expression du récepteur FceRl leur permettant ainsi de fixer les IgE spécifiques des antigénes.
L'interaction entre les IgE et le récepteur FceRl libéerent ensuite de I’histamine contribuant a la mise

en place des réactions allergiques [22, 25].

Les macrophages sont les cellules hématopoiétiques résidentes les plus abondantes du derme. lls

expriment de nombreux récepteurs de reconnaissance des pathogenes ce qui en fait des médiateurs
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dans la défense contre différents types de bactéries ou de virus [22, 26]. Les macrophages cutanés
forment une population hétérogene constituée de macrophages de type M1 pro-inflammatoires et
de type M2 anti-inflammatoires. Les macrophages de type M1 produisent des médiateurs pro-
inflammatoires comme I'IL-1, I'lL-6, le TNF-a ou encore de |'oxyde nitrique. lls peuvent également
produire de I'lL-12 et de I'lL-23 pour favoriser le développement des cellules Thl et Th17 [26, 27]. En
revanche, les macrophages de type M2, anti-inflammatoires, synthétisent de I'lL-10 et contribuent a
la réparation des tissus en produisant des facteurs de croissance qui stimulent les kératinocytes et les
fibroblastes [26]. Cependant, les macrophages de type M2 peuvent étre associés a différentes
pathologies comme I'asthme ou les allergies. Enfin, des déreglements dans [l'activation des
macrophages peuvent induire des pathologies inflammatoires comme I'athérosclérose, le diabéte de

type 2, des allergies, des fibroses ou encore des cancers [22, 26].

Il. Role de la peau dans la défense contre les pathogéenes

La peau représente donc la premiere ligne de défense face aux pathogenes et les kératinocytes de
I’épiderme sont de véritables sentinelles immunitaires capables de détecter les pathogenes, de
différencier les micro-organismes pathogenes et commensaux et d’enclencher la réponse
inflammatoire. Pour se faire, ils possedent des récepteurs de reconnaissance des pathogénes variés

et sont capables de produire de nombreux médiateurs inflammatoires [12].

Le systéme immunitaire détecte les micro-organismes grace a des récepteurs appelés PRRs pour
Pathogen Recognition Receptors qui reconnaissent les motifs moléculaires associés aux pathogenes
ou PAMPs pour Pathogen Associated Molecular Patterns et aux dommages cellulaires connus sous le
nom de DAMPs pour Damage Associated Molecular Patterns. Les PAMPs sont trés nombreux et
varient selon le type de micro-organismes. Ainsi les PAMPs peuvent étre des lipides, des protéines ou
des acides nucléiques. Les DAMPs, ou alarmines, sont des molécules endogénes comme les protéines

$100 ou la protéine HMGB1 pour high-mobility group box 1, par exemple [28, 29].

Parmi les PRRs, les « Toll-like receptors » (TLRs) sont les plus étudiés et correspondent a des
glycoprotéines membranaires caractérisées par des domaines répétés riches en leucine a leur
extrémité N-terminale. Dix TLRs ont été jusqu’ici identifiés chez 'Homme et se répartissent entre
deux localisations. Les TLR1, 2, 4, 5 et 6 se retrouvent au niveau de la membrane plasmique alors que

les TLR3, 7, 8 ,9 et 10 se retrouvent au niveau de compartiments intracellulaires comme les
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endosomes, des vésicules internes ou encore du réticulum endoplasmique [29-31]. Chaque TLR est
spécialisé dans la reconnaissance d’'un type de PAMPs. Par exemple, les TLR 1, 2, 4 et 6 vont
reconnaitre des lipides comme le lipopolysaccharide (LPS) ou l'acide lipotéichoique des bactéries
alors que les TLR3, 7, 8 et 9 vont plutot reconnaitre les acides nucléiques des virus [29, 31] (Figure 4).
Les TLRs sont généralement exprimés par les CPA comme les DC et les macrophages mais également
par des cellules résidentes non immunitaires comme les kératinocytes et conduisent a I'activation de
différentes voies de signalisation aboutissant a la production de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires ainsi que d’IFN de type | [30]. Différentes voies de signalisation peuvent étre
empruntées selon le type de TLR activé. Ainsi, la voie de signalisation peut dépendre soit de MyD88,
qui va activer les MAP-kinases et NF-kB conduisant a la production de cytokines, soit de molécules
TRIF qui activent des facteurs de régulation des IFNs (IRF) conduisant a la production d’IFN de type |
[32]. Dans les kératinocytes humains, 8 des 10 TLRs sont exprimés. |l s’agit des TLR1, 2, 3,4, 5, 6, 9 et
10. L’activation des kératinocytes par différents PAMPs se traduit par I'expression de chimiokines, de
cytokines et de molécules de surface cellulaire comme des protéines du complexe
d’histocompatibilité majeur de classe | et Il, traduisant l'initiation de la réponse immunitaire [33]
(Figure 4). Il est a noter que les mélanocytes expriment les TLRs 2, 3, 4, 5, 7, 9 et 10 de maniére

fonctionnelle et peuvent donc étre impliqués dans la reconnaissance des pathogenes [20].

Il existe également d’autres familles de PRRs comme les RIG-like récepteurs (RLRs) regroupant les
molécules RIG-1 pour Retinoic-acid Inducible Gene I, MDA5 pour Melanoma Defferenciation-
Associated protein 5 et LGP2 pour Laboratory of Genetics and Physiology 2. Localisés dans le
cytoplasme, ils participent a la reconnaissance des acides nucléiques viraux et sont donc impliqués
dans les réponses antivirales et la production d’IFN de type | [30, 31] (Figure 4). D’autres senseurs
impliqués dans le déclenchement de la réponse immunitaire innée sont également retrouvés dans le
cytoplasme comme les NOD-like récepteurs (NLRs) qui sont formés d’un domaine central de liaison
aux nucléotides et de domaines répétés riches en leucine a I'extrémité C-terminale. NOD1 et NOD2
reconnaissent les fragments de peptidoglycane bactérien et agissent en synergie avec les TLRs pour
activer la production de cytokines pro-inflammatoires via lI'inflammasome [29-31]. Enfin, les
récepteurs aux lectines de type C (CLRs) se caractérisent par un domaine de liaison aux
carbohydrates ce qui leur permet de reconnaitre les sucres des virus, bactéries et champignons [30,

31].
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Figure 4 : Reconnaissance des pathogénes par la voie des Toll-like receptors (TLRs) par les kératinocytes. Les

kératinocytes expriment, a leur surface ou au niveau des endosomes, différents TLRs qui vont reconnaitre les
agents pathogenes bactériens ou viraux. Les TLRs de surface vont principalement reconnaitre des éléments
constitutifs des bactéries comme les lipoprotéines, la flagelline ou encore le LPS. Ces TLRs vont
consécutivement activer la voie de MyD88 puis des MAP-kinases et du NF-kB pour permettre I’expression et la
production de cytokines. En revanche, les TLRs situés au niveau des endosomes vont étre impliqués dans la

reconnaissance des acides nucléiques viraux et la synthése d’IFNs de type | par I'activation de la voie des IRFs.

Dans la lutte contre les pathogenes, les kératinocytes réagissent immédiatement. Apres
reconnaissance du pathogene par les PRRs, ils vont participer, a la production, d’une part, de PAMs

et, d’autre part, de médiateurs pro-inflammatoires comme les cytokines et les chimiokines [2].

Les PAMs représentent un groupe de polypeptides qui participent a la défense contre les micro-
organismes a travers des effets antimicrobiens directs ou indirects, en activant le recrutement des

cellules immunitaires et la production de cytokines. Dans la peau, les kératinocytes représentent la
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source majeure de PAMs dont les 2 groupes les plus importants sont constitués des cathélicidines et

des B-défensines [34].

Chez 'Homme, il existe un seul type de cathélicidine appelé LL37 ou hCAP18. La LL-37 est exprimée,
de maniere constitutive, dans de nombreux tissus ainsi que dans les glandes sudoripares mais son
expression est induite dans les kératinocytes en conditions inflammatoires [34-36]. La LL37 possede
une activité inhibitrice sur la croissance de nombreux pathogenes que ce soit des bactéries comme S.
aureus, des champignons comme Candida albicans ou encore des virus comme le virus Herpes
simplex (HSV), le virus de la dengue et différents virus respiratoires [35, 37, 38]. La LL-37 peut avoir
une action directe, par perforation des membranes ou saturation des récepteurs, mais également
indirecte en stimulant le chimiotactisme des neutrophiles, des monocytes, des mastocytes et des LT,
en favorisant leur recrutement au site de I'infection et en modulant la production de médiateurs pro-

inflammatoires par les macrophages et les cellules épithéliales [35, 38].

Les B-défensines appartiennent a la famille des défensines qui sont des peptides cationiques
caractérisés par la présence de 3 ponts disulfures localisés au niveau des résidus cystéines. Chez
'Homme, il existe 4 B-défensines, (hBD)1 a 4, exprimées notamment par les cellules épithéliales.
Dans la peau, hBD1 est exprimée de maniére constitutive tandis que hBD2, 3 et 4 sont inductibles et
surexprimées en conditions inflammatoires [34, 39]. Tout comme la LL-37, les B-défensines ont une
action inhibitrice sur de nombreuses bactéries comme Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
ainsi que sur différents virus comme HSV, le virus de la grippe, le virus de la varicelle et du zona (VZV)
ou encore le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) [35, 38, 39]. Les B-défensines, de par leur
interaction avec différents récepteurs comme le récepteur au chimiokines CC (CCR)-6 ou les
récepteurs couplés aux protéines G, vont également induire une réponse inflammatoire par la
surexpression de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires [35]. Enfin, elles exercent un

chimiotactisme sur les cellules dendritiques, les LT et les mastocytes [35, 38].

Ajoutés a ces 2 grandes familles, il existe d’autres PAMs exprimés dans la peau. C'est notamment le
cas de la RNase 7, membre de la famille des RNase A, qui contient une ribonucléase et posséde une
forte activité antimicrobienne a large spectre. La RNase 7 est le PAM le plus exprimé dans une peau
saine et est également induite en conditions inflammatoires. La RNase 7 agit a la fois sur les bactéries
a Gram positif et a Gram négatif et sur les levures avec une efficacité bien plus importante que les
autres PAMs [40]. Enfin, parmi la famille des peptides S100, 3 sont exprimés dans la peau : la
psoriasine S100A7, la calprotectine S1I00A8/A9 et la koebnerisine S100A15 [38]. La psoriasine S100A7
présente, en particulier, dans les zones fortement colonisées par les bactéries, dans les parties

supérieures des follicules pileux et dans le nez, possede une forte capacité a tuer E. coli. Elle joue
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également un role important dans la cicatrisation des plaies, la migration des neutrophiles et la

modulation de I'expression des cytokines et chimiokines [38, 40].

En réponse a la menace extérieure et en paralléle de la production des PAMs, les kératinocytes vont

également produire des médiateurs de I'inflammation a savoir des cytokines et des chimiokines [12].

Les kératinocytes sont a la fois une source et une cible des cytokines. De nombreuses cytokines sont
produites par les kératinocytes comme I'IL-1, -6, -7, -10, -12, -15, -18, -23, -25, -33, le TNF- q, la
lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) et les IFN a, B, k et A [31, 41]. De plus, les kératinocytes
possedent des récepteurs a I'lL-1, -4, -6, -10, -13, -15, -17, -18, -20, -22, -31, -33, au TNF-a, a la TSLP
et aux IFNs [31, 41-44] (Figure 5). Ces cytokines exercent de nombreux réles dans la réponse
inflammatoire et immunitaire. Apres stimulation des PRRs, I'lIL-1 est rapidement produite et, induit la
production d’IL-6, -8 et du TNF-a qui ont un role pro-inflammatoire majeur. L'IL-1 va, par exemple,
induire I'activation des DC, des LT et la maturation des lymphocytes B (LB) tandis que I'lL-6 stimule la
prolifération des kératinocytes [12, 31, 41]. En revanche, d’autres cytokines comme I'IL-10 ou I'IL-12
ont un réle immunomodulateur voire anti-inflammatoire [41]. De plus, la présence de récepteurs a
d’autres cytokines sur les kératinocytes influent la réponse immunitaire et ainsi leur propre
production de cytokines. C’est notamment le cas de I'lL-4 et de I'lL-13, qui d’une part, favorise la
production d’IL-6, et d’autre part, inhibent I'expression des PAMs [2, 41]. Les IFNs, en particulier de
type |, jouent un réle dans les défenses antivirales et bactériennes en permettant I'expression d’un
grand nombre de génes impliqués dans la résistance aux infections ainsi que dans la maturation des

CPA et I'activation des LT, LB et des cellules NK [45].

Enfin, les kératinocytes produisent de nombreuses chimiokines en réponse aux cytokines pro-
inflammatoires comme les chimiokines dont les 2 cystéines sont séparées par un acide aminé (CXC),
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11 et, des chimiokines dont les 2 premiéres
cystéines sont adjacentes (CC), CCL2, CCL17, CCL20, CCL22 ou encore CCL27 (Figure 5). Ces
chimiokines exercent alors des chimiotactismes différents permettant le recrutement des cellules
immunitaires sur le site de l'infection et coordonnent les réponses immunitaires innées et
adaptatives. CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5 et CXCL8 vont attirer les neutrophiles. CXCL9, CXCL10 et
CXCL11 vont attirer les cellules Thl tandis que, CCL2, CCL17 et CCL22 vont jouer un rdle sur les
cellules Th2. CCL20 attire les LT mémoires et les LC. Enfin, CCL27, uniquement exprimée par les
kératinocytes, attire les LT [2, 33, 46]. Tout comme pour les cytokines, les kératinocytes possedent
également des récepteurs a certaines chimiokines comme CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR9,

CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4 et CXCR5 [31, 47] (Figure 5). Ces récepteurs vont permettre
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I'interaction avec des chimiokines produites par d’autres types cellulaires mais également certaines
produites par les kératinocytes eux-mémes [46]. Ainsi, par le biais de ces nombreux médiateurs, les

kératinocytes jouent un réle majeur dans la mise en place de la réponse immunitaire.

Pro-inflammatoires

1 Cytokines Chimiokines Action sur les

neutrophiles

TNFR CCR1

P - A 1N Pt

IL-25 L. CCR4
I ¢
v )
Immunomodulatrices , CCR5

« ||.-12‘ d " “, ccns
IL-24 123 108 |”

« 13R ,’
’ 15R |” '/ ‘ccng

PR | ¢
18R , CXCR1
-7 IL-
c:xcnz

Action sur les Thl
IL-15 20R
P

Action sur les Th2
Action sur les LT 22R c:xcns
|
< 31R , ' excna
Interférons i IL- CXCRS ’ Action sur les LT
< < 33R cozz mémoires
’cazo

IFN-A > IFN-K
IFN-B Action sur les Th17

Figure 5 : Les kératinocytes sources et cibles de médiateurs de I'inflammation. En réponse aux agressions

extérieures, les kératinocytes vont produire de nombreuses cytokines et chimiokines ayant des roles divers et
bien déterminés. Les cytokines vont avoir des actions immunomodulatrices tandis que les chimiokines vont
plutét agir sur le recrutement des cellules immunitaires. Les kératinocytes possedent également de nombreux

récepteurs pour ces médiateurs permettant ainsi d’amplifier la réponse inflammatoire.

lll. Le microbiote cutané

La peau, au niveau des couches superficielles de I'épiderme, est colonisée par un tres grand nombre
de micro-organismes pour la plupart inoffensifs, voire méme qui peuvent étre bénéfiques a
I'Homme : cet ensemble de micro-organismes est désigné sous le terme de microbiote cutané.
Chaque centimétre carré de peau est ainsi colonisé par, environ, 10° bactéries. Au cours des
dernieres années, le développement de techniques de séquencage a haut débit a permis de
déterminer la composition de ce microbiote cutané et de mettre en évidence sa diversité et sa
variabilité. C'est un élément essentiel au bon fonctionnement de la peau avec un role dans la

fonction barriere et immunitaire [13, 14].
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Dans la peau, 19 phylums de bactéries ont été détectés mais la plupart des bactéries appartiennent a
4 grands phylums: Les Actinobacteria pour environ 50 %, les Firmicutes pour 25 %, les
Proteobacteria pour 15 %, et les Bacteroidetes pour 10 %. Au sein de ces 4 phylums, 3 genres sont
majoritairement représentés: Corynebacteria représente environ 25 % de la flore totale,
Propionibacteria représente également environ 25 % et Staphylococci représente environ 15 % de la
flore totale [48]. Bien qu’ils ne soient pas prédominants, des virus et des champignons sont

également présents dans le microbiote cutané [49].

La flore résidente constitue une population stable, en quantité et en composition. Dans cette flore
résidente, les bactéries a Gram positif prédominent et 3 genres sont principalement retrouvées : les
Staphylococcus, les Corynebacterium et les Propionibacterium désormais nommés Cutibacterium.
Parmi les Staphylococcus, les espéces a coagulase négative sont les plus fréquemment présentes.
Ainsi, S. epidermidis, S. hominis et S. haemolyticus colonisent la peau quasiment dés la naissance et
sont peu impliqués dans des pathologies. Chez certaines personnes, environ 20 % de la population, S.
aureus peut coloniser la peau de maniére permanente. Une seule bactérie a Gram négatif est
retrouvée et appartient au genre Acinetobacter. Enfin, des levures de type Malassezia et des

parasites de type Demodex sont également présents dans la flore résidente [50-53].

Au contraire, la flore cutanée transitaire est composée de micro-organismes ponctuellement
présents, sur des durées plus ou moins longues. lls proviennent de sources exogénes comme
I’environnement ou d’autres flores comme la flore digestive ou respiratoire. C'est, par exemple, le
cas de Pseudomonas aeruginosa ou des especes de Proteus qui apparaissent en conditions humides
ou encore de S. aureus qui colonisent environ 30 % de la population de maniére transitoire, en plus
des 20 % colonisés en permanence. De méme, les Streptococci B-hémolytiques peuvent coloniser la

peau de maniere transitoire [51, 53].

La flore, qu’elle soit résidente ou transitaire, ne se répartit pas de maniere identique dans toutes les
zones du corps ni chez tous les individus et sa composition évolue au cours du temps. En effet, la
composition du microbiote dépend de multiples facteurs intra-individuels, comme le site de la peau,
et de facteurs interindividuels comme I'dge, le sexe, I'environnement ou encore I’hygiéne de vie [13,

49].
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La répartition des micro-organismes varie selon la localisation a la surface du corps. Certaines régions
sont fortement colonisées comme |'aine, la vo(te axillaire, les plis poplités et antécubitaux, la plante
des pieds et les orteils olu la température et I’humidité sont relativement élevées ce qui favorise la
croissance des micro-organismes comme les bacilles a Gram négatif et S. aureus. La présence de
glandes sébacées augmente la colonisation par des espéces lipophiles appartenant aux genres
Cutibacterium et Malassezia. En hydrolysant les triglycérides du sébum en acides gras, ces micro-
organismes contribuent a l'inhibition des pathogenes comme S. aureus et Streptococcus pyogenes.
Ainsi au niveau des glandes sébacées, la diversité microbienne est moindre. Enfin, au niveau des sites
secs comme les avant-bras, les fesses et les mains, les 4 phylums sont représentés. En revanche, les

différents sites n’influent pas la colonisation par les champignons et les virus [13, 49] (Figure 6).
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Figure 6 : Diversité du microbiote cutané chez ’'Homme selon la localisation a la surface du corps humain. Le
microbiote cutané humain est composé de bactéries appartement a 4 grands phylums chacun représenté par
plusieurs genres. Les genres se répartissent différemment selon les zones du corps et, notamment, en fonction

de la température et de I'"humidité [13].
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De multiples facteurs propres a chaque individu modifient la colonisation microbienne (Figure 7).
Premierement, le microbiote varie selon I'age. Le mode de naissance, a savoir par voie basse ou par
césarienne, conditionne la colonisation initiale. Ainsi, méme si les conséquences sur le long terme
restent inconnues, un bébé né par voie basse sera colonisé par des especes vaginales tandis qu’un
bébé né par césarienne sera colonisé par des espéces cutanées. Par la suite, le microbiote cutané
sera modulé lors de I'adolescence parallelement aux modifications hormonales qui induisent une
hausse de la production de sébum. Ainsi la colonisation par des espéces de Cutibacterium, de
Corynebacterium et de Malassezia est favorisée [49]. Concernant la différence entre les sexes, elle
repose sur la production de sueur, d’hormones et de sébum [13].

Enfin, des facteurs environnementaux, comme le lieu de vie et donc le climat, peuvent entrainer des
variations dans la diversité bactérienne notamment en cas de température et d’hygrométrie élevées
qui favorisent la colonisation par certaines bactéries. L’exposition aux UV a également une influence.
L’hygiéne de vie des individus affecte le microbiote cutané, notamment par I'usage de cosmétiques,

de savons ou d’hydratants qui modifie les conditions physico-chimiques de la peau [13].
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Figure 7 : Variabilité interindividuelle de la composition du microbiote cutané. La composition du microbiote
cutané de 4 individus sains, notés de HV1 a HV4, a été étudiée au niveau de 4 sites différents, a savoir la fosse
antécubitale (a), le dos (b), le nez (c) et la volte plantaire (d). Ainsi, pour une méme localisation, la composition
du microbiote cutané varie selon les individus et est influencée par de nombreux paramétres comme

I’environnement, I'age, le mode de naissance ou encore I’'hygiéne de vie [13].
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La peau, premiere ligne de défense contre les pathogénes, est capable de distinguer les micro-
organismes commensaux des micro-organismes pathogenes, probablement par un mécanisme
d’'immunotolérance [13]. Ces micro-organismes sont capables de moduler le systeme immunitaire
cutané et une modification du microbiote peut étre responsable d’'un grand nombre de pathologies

cutanées [13].

Les micro-organismes commensaux contribuent a la défense contre les pathogénes de maniére
directe et indirecte. D’'une part, une compétition entre micro-organismes commensaux et
pathogenes survient. En effet, les micro-organismes commensaux réduisent la surface et les
nutriments disponibles sur la peau, limitant ainsi la croissance des pathogénes [54]. De plus, certains
d’entre eux, notamment les bactéries a Gram positif, produisent des composés antimicrobiens, les
bactériocines, qui vont inhiber la croissance des autres bactéries. C'est, par exemple, le cas de S.
epidermidis qui produit I'epidermine, le Pep5 ou encore |'epilancine K7, qui vont former des pores
dans les membranes cellulaires bactériennes tout comme les PAMs humains [55].

S. epidermidis agit a la fois de maniére directe et indirecte en modulant la réponse immunitaire innée
de la cellule hote. S. epidermidis empéche la formation de biofilms par S. aureus grace a la
production d’'une protéase a sérine, Esp, qui a la fois dégrade les protéines impliquées dans la
formation de biofilms et coopére avec hBD2 dans I'activité bactéricide [49, 54]. Il produit également
des peptides qui vont agir en synergie avec les PAMs cellulaires afin d’éliminer certains pathogénes
comme S. aureus, E. coli ou encore les Streptococcus du groupe A. Ces peptides vont également
amplifier I'activité des PAMs présents dans la peau comme la LL-37 et les B-défensines [56]. De plus,
S. epidermidis peut moduler la réponse inflammatoire, grace aux acides lipothéiques qui le
constituent. Ces derniers vont induire I'expression du facteur associé au récepteur du TNF-1, qui va
inhiber la voie du TLR3 et, par conséquent, réduire la production de cytokines pro-inflammatoires par
les kératinocytes et donc I'inflammation cutanée [57].

Cependant, S. epidermidis n’est pas le seul a avoir un réle dans la défense contre les pathogénes.
Cutibacterium acnes est également capable d’inhiber la croissance de S. aureus en transformant le
glycérol de la peau en acides gras et, ainsi, en diminuant le pH [54]. Certaines espéces de Clostridium
peuvent, quant a elles, amplifier la réponse des LT régulateurs tandis que Corynebacterium accolens

produit des acides gras libres capables d’inhiber la croissance de Streptococcus pneumoniae [49].
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Compte tenu du role important du microbiote dans la défense contre les pathogénes et la réponse
immunitaire, il est évident que toute modification de ce dernier peut conduire a des pathologies. Ces
pathologies reposent sur un déséquilibre dans sa composition, appelé dysbiose, ou sur la pénétration
des bactéries dans les couches profondes de la peau en cas d’altération de la barriére cutanée

entrainant alors des infections [54].

Parmi ces pathologies, I'acné peut étre citée et est associée a la bactérie Cutibacterium acnes. Bien
que présente chez des adultes sains, la forte activité des glandes sébacées et des follicules pileux
favorise la colonisation par C. acnes, bactérie lipophile. En retour, C. acnes produit des lipases,
protéases et hyaluronidases qui altérent les tissus de l'unité pilo-sébacée et, par conséquent,
déclenchent une réponse immunitaire associée a la production de cytokines pro-inflammatoires et
de facteurs favorisant le chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles. Cette inflammation se
traduit par I'apparition des signes cliniques de I'acné [13]. De méme, la dermatite séborrhéique est
associée a une forte colonisation du crane par des champignons du genre Malassezia. Ces derniers
transforment le sébum en acides oléiques qui pénétrent dans les couches supérieures de I'épiderme
et favorisent l'inflammation caractéristique de la pathologie [13]. Une dysbiose du microbiote
bactérien et fongique a été relevée chez les patients atteints de psoriasis mais le lien avec la
physiopathologie de la maladie reste encore a établir [54]. La DA est également associée a une

importante dysbiose du microbiote cutané et a une colonisation par S. aureus. Cette pathologie sera

détaillée dans le chapitre suivant.

Dans d’autres situations, des micro-organismes commensaux peuvent devenir pathogenes apres
altération de la barriére cutanée. Par exemple, il est fréquent que des brllures soient associées a des
infections provoquées par Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa ou encore des espéeces
d’Enterococcus. S. epidermidis peut également devenir la cause d’infections, notamment d’infections
nosocomiales, provoquées par du matériel biomédical comme les cathéters ou des valves cardiaques
ou il va s’organiser en biofilms afin de devenir résistant aux antibiotiques et aux réponses
immunitaires [13, 54]. Les micro-organismes jouent, enfin, un réle important dans le développement
d’infections au niveau des ulcéres des jambes chez les personnes diabétiques, pouvant conduire a
I"amputation. Ces ulcéres sont associés a une forte colonisation par S. aureus et a une augmentation

des especes de Proteobacteria et des champignons Cladosporium herbarum et Candida albicans [49].
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Chapitre 2 : La dermatite atopique

I. Données épidémiologiques et cliniques

La dermatite atopique (DA), aussi appelée eczéma atopique, est un terme apparu dans les années
1930 qui désigne des manifestations chroniques inflammatoires de la peau, souvent associées a
|'atopie. L'atopie est une prédisposition héréditaire se caractérisant par une hypersensibilité du
systeme immunitaire aux allergénes et se traduisant par le développement de réactions sous le

controle des immunoglobulines (Ig) E [58].

La prévalence de la DA est en augmentation constante depuis la deuxiéme moitié du XX®siécle avec
une multiplication par 3 des cas dans les pays industrialisés. La DA concerne environ 15 a 20 % des

enfants dans le monde et 1 a 5 % des adultes [59, 60].

Dans les années 2000, une grande étude internationale, nommée ISAAC pour International Study of
Asthma and Allergies in Childhood, a évalué la prévalence de la DA chez I'enfant, dans 56 pays. Il a
été mis en évidence, qu’en France, environ 10 % des enfants agés de 6 a 7 ans et de 13 a 14 ans
étaient atteints de DA [61]. En 2011, une étude interrogeant les parents, en France, a estimé que 13
% des enfants de moins de 10 ans étaient atteints de DA dont 42 % d’une forme modérée, 9 % d’une
forme sévére et 2 % d’une forme tres sévere. Dans cette méme étude, pres de 58 % des enfants I'ont

déclarée avant I'age d’un an [62].

Concernant les adultes, une étude épidémiologique internationale a été menée en 2016, aux Etats-
Unis (USA), en Europe et en Asie révélant une prévalence de 3,6 % en France chez les adultes entre
18 et 64 ans. De plus, une prévalence légerement plus élevée chez les femmes que chez les hommes

(54,5 % versus 45,5 %) a été constatée. Enfin, parmi eux, la moitié ont une DA modérée [63].

La DA est une pathologie multifactorielle dont les causes restent assez peu connues. Cependant, les
facteurs de risques peuvent se regrouper en 3 grandes catégories : les facteurs génétiques, les

facteurs environnementaux et un terrain atopique [60].
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La prédisposition génétique semble étre un facteur de risque important. En effet, un patient a plus
de risques de développer une DA si un de ses parents en est atteint et des études ont estimé une
héritabilité d’environ 75 % [64]. De plus, 34 régions spécifiques du génome semblent porter des
variants génétiques associés a la DA. Les génes identifiés sont impliqués dans différents mécanismes
comme la production des cytokines, 'activation des LT et la différenciation cellulaire et contribuent
donc a la physiopathologie de la DA [64]. La mutation du gene de la filaggrine est considérée comme
un facteur de risque majeur dans la DA. En effet, la filaggrine est une protéine cruciale pour
I'intégrité de la barriere cutanée. Une déficience en filaggrine entraine donc une altération de cette
barriére [60, 64]. Deux mutations du gene de la filaggrine, R501X et 2282del4, sont retrouvées
respectivement chez 18 % et 48 % des patients atteints de DA [17]. De nombreux autres génes ont
été également associés au développement de la DA comme le géne codant la claudine 1, une
protéine constituant les jonctions serrées, ou encore celui codant la TSLP, une cytokine favorisant la

différentiation des LT naifs en Th2 via les DC [65, 66].

Les facteurs environnementaux jouent également un role majeur dans le développement de la DA et
sont de natures multiples. Ces facteurs peuvent étre liés au climat, au lieu de vie, au régime
alimentaire, a I'obésité, a la pollution ou encore au tabac [60, 64, 67].

Les saisons semblent aussi avoir une influence puisque les enfants nés en hiver ou en automne ont
un risque un peu plus élevé de développer une DA que les enfants nés au printemps. Les faibles
températures, ainsi qu’une exposition réduite aux UV, pourraient ainsi favoriser la DA [67, 68]. De
plus, dans les pays industrialisés et plus précisément dans les zones urbaines, la pollution de I'air
pourrait induire une DA ou en aggraver les effets en favorisant le stress oxydatif et I'inflammation
[67].

L'augmentation de la prévalence de la DA au cours des dernieres décennies dans les pays
industrialisés, peut également s’expliquer par la théorie hygiéniste proposée par Strachan.
L'hypothese hygiéniste soutient le fait que la diminution des expositions a des micro-organismes au
début de I'enfance, provoquée par les changements environnementaux mais surtout par des
pratiques hygiéniques excessives, augmenterait le risque de développer des maladies inflammatoires
et allergiques comme la DA [58, 60, 64]. Par exemple, I'exposition aux micro-organismes retrouvés
dans les fermes, la consommation de lait non-pasteurisé ou encore la modification du microbiote
intestinal due a la prise d’antibiotiques pourraient étre associés a un risque plus élevé d’apparition

de la DA [60].
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Cinquante a soixante-dix pourcents des enfants atteints de DA présentent également une sensibilité
a divers allergenes alimentaires ou non comme les acariens, le pollen ou encore les animaux [60].
Plus de 30 % des enfants souffrant de DA possédent, au moins, une allergie alimentaire dont les plus
courantes sont les allergies au lait, aux ceufs et aux arachides, et sont associées a une production
d’IgE spécifiques [69].

D’autre part, la DA semble étre la premiére étape de ce qui est appelé «la marche atopique »
aboutissant, quelques années plus tard, au développement de rhinite allergique ou d’asthme. La DA
semblerait faciliter I’'entrée des allergénes dans le corps et le développement d’IgE spécifiques qui
augmente considérablement le risque de développer ces autres pathologies atopiques. En cas de DA,
les allergénes pénétrent dans la peau puis sont phagocytés par les LC qui migrent dans les nceuds
lymphatiques pour interagir avec les LT et finalement favoriser la réponse de type Th2. Cette réponse
va par la suite aboutir au développement d’une allergie systémique. Ainsi 70 % des patients atteints
d’'une DA sévere vont développer de I'asthme contre seulement 30 % des patients avec une DA
modérée et 8 % des patients sains [60, 70]. Enfin, différentes études épidémiologiques ont mis en
évidence un lien entre la DA et d’autres pathologies aussi bien de type inflammatoire que des
cancers. En effet, les patients atteints de DA ont un risque plus important de développer une
polyarthrite rhumatoide, une maladie de Crohn ou encore une rectocolite hémorragique [71, 72]. En
revanche, la DA pourrait avoir un réle protecteur contre I'apparition du diabete de type | [71, 73]. De
plus, la DA semble étre associée a une diminution du risque de développement de cancers
hématologiques comme les leucémies, que ce soit chez I'enfant ou I'adulte, de lymphomes malins

non Hodgkinien, de cancers de la peau, du pancréas ou encore du cerveau [74, 75].

Il existe 2 formes de DA, extrinseque et intrinseque, pour distinguer les formes allergiques des
formes non-allergiques. La DA extrinséque est la forme allergique et correspond a la forme classique
tandis que la DA intrinseque correspond a la forme non allergique. La classification de la DA repose
sur la présence ou non d’IgE spécifiques aux allergenes environnementaux et alimentaires, et donc a
une sensibilisation dépendante des IgE. Ainsi, la DA extrinseéque se caractérise par un niveau élevé
d’IgE dans le sérum tandis que la DA intrinséque se caractérise par un faible niveau d’IgE, pas
d’association avec des maladies allergiques respiratoires et pas de réaction aux allergenes fréquents
[76, 77]. Il est estimé qu’environ 80 % des patients sont atteints de DA extrinseque et 20 % de DA
intrinseque, avec une prévalence tres importante pour le sexe féminin et un peu plus importante
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chez les enfants que chez les adultes [77, 78]. Les caractéristiques cliniques sont les mémes pour les
2 formes de DA hormis I'absence d’autres pathologies allergiques et de réaction aux facteurs
environnementaux. En revanche, les patients atteints de DA intrinséque ne possedent ni altération
de la barriére cutanée ni mutations du gene de la filaggrine et présentent une hydratation normal du
stratum corneum [77]. De méme, dans la DA intrinseque, la production de cytokines Th2, au premier
rang desquelles I'lL-4 et I'lL-13, est bien diminuée alors que la production d’IFN-y est augmentée [76,

77].

La dermatite atopique est une maladie qui alterne entre phases de poussées, associées a une
augmentation de I'étendue et de la sévérité des lésions, et phases de rémission durant lesquelles les
|ésions cicatrisent [58]. De plus, la maladie évolue au cours du temps. Aprés le déclenchement, s’en
suit une phase aigle puis une phase chronique durant lesquelles les caractéristiques cliniques mais

également les mécanismes impliqués seront différents [78, 79].

Le diagnostic de la DA repose sur des criteres cliniques définis en 1979 par Hanifin et Rajka puis
réévalués par la suite par Williams en 1994 [80, 81]. Quatre critéres de base ont été définis : le prurit,
la lichénification, la chronicité et le terrain atopique personnel ou familial. A I'origine, pour poser un
diagnostic de DA, au moins 3 de ces critéres devaient étre retrouvés. De méme, 3 criteres mineurs
devaient également étre identifiés comme, par exemple, une sécheresse cutanée, une ichtyose
associée a une hyperlinéarité des paumes ou une kératose pilaire, une réaction immédiate aux tests
cutanés d’hypersensibilité, un taux élevé d’IgE sériques, une apparition des signes en bas age, la
survenue d’infections cutanées, une immunité cellulaire altérée ou encore un pli sous-orbitaire de
Dennie-Morgan [80, 81].

Aujourd’hui les caractéristiques principales associées a la DA sont une sécheresse cutanée
généralisée, un prurit important et des plaques érythémateuses, le plus souvent au niveau des zones
de flexion et du visage. Cependant, I'aspect des |ésions varie selon la phase de la maladie. En effet,
pendant la phase aiglie, les Iésions sont rouges, brillantes et, suintantes avec un exsudat sérique
alors que pendant la phase chronique, les lésions sont roses ou rouges mats et lichénifiées [82]

(Figure 8).

25



L

Figure 8 : Aspects des Iésions sur les membres de patients atteints de DA. Manifestations cliniques de la DA en

phase aigué sur la jambe (A, B) et en phase chronique sur le bras (C).

D’un point de vue histologique, la DA est identifiable par les défauts de la barriére cutanée comme la
réduction de la cornification, de I'expression des protéines de différenciation cellulaire et des lipides.
En phase aiglie, une spongiose de I'épiderme est constatée alors qu’en phase chronique apparait
hyperplasie de I'épiderme. Il y a également des infiltrats de LT, de DC et une augmentation des

mastocytes et des éosinophiles dans le derme [82, 83].

Les manifestations cliniques de la DA different également selon les tranches d’age des patients. On
distingue alors 3 catégories de patients : les nourrissons jusqu’a I'dge de 2 ans, les enfants, et les
adolescents et adultes. La DA apparait trés fréquemment dés les premiers mois de vie avec une
atteinte principalement du visage et des membres, et quelques fois des plis. Les lésions sont d’abord
érythémateuses puis suintantes et se transforment en cro(tes. Elles sont accompagnées de prurit. A
partir de 2 ans, les lésions se localisent au niveau des plis (coudes, genoux, cou), des mains, des
poignets ou des chevilles par exemple. Les Iésions surviennent par poussées et sont plutot de type
lichénifiées. Une forte sécheresse cutanée est constatée. La DA disparait souvent a I'adolescence
mais peut ressurgir sous |'effet de facteurs émotionnels. De méme, elle peut également apparaitre a

I’age adulte. Dans cette tranche d’age, c’est une forme de prurigo lichénifié qui survient, le plus
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souvent, au niveau des membres et des plis. Une atteinte de la téte et du cou peut également étre

rencontrée [58, 83].

Il existe différentes méthodes pour évaluer la sévérité de la DA mais |‘index SCORAD, pour Scoring
Atopic Dermatitis, est le plus utilisé et le mieux validé. D’une part, le SCORAD repose sur l'intensité
de 6 caractéristiques, évaluée 0 en cas d’absence, 1 pour une atteinte légére, 2 pour une atteinte
modérée et 3 pour une atteinte sévére. Les 6 criteres évalués sont I'érytheme, I'cedéme, le
suintement, la lichénification, les excoriations et enfin la sécheresse cutanée. Ensuite, I'étendue des
|ésions est évaluée, selon la régle des 9, utilisée pour les brilures. Enfin, des critéres subjectifs sont
pris en compte comme le prurit et les troubles du sommeil. Selon le SCORAD obtenu, la DA est

considérée comme mineure, majeure ou sévere [84, 85].

D’autres scores peuvent également étre utilisés et visent a évaluer I'impact de la maladie sur la
qualité de vie du patient. C'est, par exemple, le cas du « Dermatology Life Quality Index » (DLQI) qui
est un questionnaire qui prend en compte la douleur, la géne ressentie, l'interférence avec des

activités sportives, sociales ou professionnelles, et les problémes liés aux traitements [86].

Les patients atteints de DA ont une qualité de vie moindre et une détresse psychologique plus
importante que la normale, principalement dus aux démangeaisons. Une des premiéres
conséquences des démangeaisons est la perte de sommeil chez plus de 80 % des patients pouvant
étre de l'ordre de 2 h par nuit. S’en suit alors des troubles physiques et mentaux, des sautes
d’humeur, un manque de concentration et, par conséquent, une diminution des performances
scolaires et professionnelles. Des conséquences sur la vie sociale, les loisirs et les activités sportives
surviennent également en raison de la géne causée par les lésions et de la perte de confiance en soi.
La DA impacte également la famille du patient, notamment par les troubles du sommeil,
I'organisation pratique, le changement de régime alimentaire, le colt des traitements et le regard

des autres [87, 88].

La DA représente une charge économique importante et inclut des colts directs et indirects. Une
étude aux USA dans les années 2000 a mis en évidence que les co(ts directs, incluant les rendez-vous
médicaux, les traitements et les hospitalisations, ne représentent que 27 % du colt total de la
maladie. Les 73 % restants correspondent a des co(ts indirects dont 48 % sont liés a I'absentéisme au

travail et 24 % a des visites chez d’autres praticiens (chiropracticiens, nutritionnistes, herboristes), a
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des produits médicaux non remboursés (produits d’hygiéne, émollients, cremes solaires), a
I’amélioration de la qualité de vie (vétements spéciaux) ou encore a la prise en charge des enfants
malades par les parents. Le codt total par patient par an a ainsi été estimé a 609 $ soit un total de 5
milliards de dollars aux USA et varie selon la sévérité de la DA [64, 89]. En France, le co(it annuel des
dépenses indirectes (sans compter la perte de salaire) s’éleve en moyenne a 462 € pour une DA
sévere, a 247 € pour une DA modérée et a 76 € pour une DA légére. En effet, plus la DA est séveére,
plus les dépenses liées a I'achat de vétements spéciaux ou de compléments alimentaires, par

exemple, sont importantes [90].

Les traitements de la DA ont pour objectifs d’améliorer la qualité de vie des patients et de réduire les
principaux symptomes. Ainsi, I'hydratation et la réparation de la barriere cutanée vont étre possibles
par l'utilisation d’émollients, la réduction de linflammation cutanée par [l'utilisation de
corticostéroides et d’inhibiteurs de calcineurine, le contréle des infections par la prise d’antibiotiques
et la limitation de l'impact des facteurs aggravant du prurit, comme les allergénes, par des

antihistaminiques [78].

En premiére ligne, les recommandations préconisent des bains quotidiens d’environ 15 minutes
suivis de I'application topique de pommades et crémes qui montrent une efficacité notable sur
I’hydratation de la peau et permettent la réduction des traitements immunosuppresseurs. Les
cremes et pommades peuvent étre enrichies en lipides, glycérine, acide lactique, céramides et acides
gras afin de faciliter la restauration de la barriere et réduire la sécheresse cutanée et le prurit [64,

91].

La deuxiéme étape de la prise en charge des patients est le controle de I'inflammation. L’utilisation
de corticostéroides topiques permet de réduire I'inflammation et le prurit. Les corticostéroides sont
classés, selon I'intensité de leur activité inflammatoire, en 4 catégories allant de la plus faible, dans la
classe I, a la plus forte, dans la classe IV. Un corticostéroide de type | est ainsi recommandé en
traitement de fond, tandis qu’un corticostéroide de type IV est recommandé pendant les poussées.
En raison de leur capacité occlusive, les corticostéroides sous forme de pommade sont plus efficaces
que les cremes, elles-mémes plus efficaces que les lotions [64, 78, 91]. D’autres anti-inflammatoires
non-stéroidiens peuvent étre utilisés. C'est le cas des inhibiteurs de calcineurine qui vont bloquer la
transcription des genes codant les cytokines dans les cellules. lls sont disponibles sous la forme de
pommades sous le nom de tacrolimus 0,03 % ou 0,1 % ou de cremes sous le nom de pimecrolimus 1

% [64, 91].
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Le controle des surinfections de la peau lésionnelle par S. aureus se fait par administration
d’antibiotiques choisis selon la sensibilité de la souche présente. Cependant, afin de limiter le risque
de voir apparaitre des souches résistantes, des bains, dans lesquels de I'eau de Javel est ajoutée,

peuvent réduire la sévérité de 'infection [91].

Le prurit, lorsqu’il est accentué par la présence d’allergenes, peut étre diminué par la prise
d’antihistaminiques. Il existe 4 types d’antihistaminiques, H1, H2, H3 et H4 en fonction du récepteur
sur lequel ils agissent. Bien que les antihistaminiques H1 et H2 s’avérent étre le plus souvent
inefficaces, le H4 peut considérablement réduire les démangeaisons et, I'inflammation, chez certains

patients [78, 91, 92].

En cas de DA sévere et d’échec de toutes les thérapies classiques, des thérapies alternatives peuvent
étre envisagées. Parmi ces thérapies, la photothérapie, sur quelques semaines exposant les patients
a des radiations UV Al et B, semble étre efficace [64]. Des thérapies immunosuppressives
systémiques comme la ciclosporine, I'azathioprine ou encore le méthotrexate peuvent étre mises en
place mais le risque d’effets secondaires est assez élevé par rapport a I'efficacité prouvée [64]. De
nombreuses immunothérapies ciblées sont en cours de développement ou tout nouvellement
développées. C'est le cas du Dupilimab, un anticorps monoclonal, qui cible la chaine a du récepteur a
I'IL-4, bloquant le récepteur a I'lL-4 et réduisant la réponse de type Th2 avec un impact significatif sur
la sévérité de la maladie [93, 94]. De méme, le lebrikizumab et le tralokinumab bloquent I’action de
I'IL-13 et sont des candidats intéressants dans le traitement de la DA [93]. Des anticorps ciblant I'IL-
17A, I'lL-23, I'lL-31 ou encore la TSLP sont en cours de développement et visent donc a réduire la

réponse inflammatoire [93, 94].

Il. Physiopathologie de la dermatite atopique

La physiopathologie de la DA est complexe mais repose sur 3 caractéristiques majeures :
- Une altération de la structure et de la fonction de la barriére cutanée ;
- Uneinflammation cutanée associée a une dérégulation de la réponse immunitaire ;
- Une dysbiose du microbiote cutané avec une colonisation importante par S. aureus.
Toutes ses caractéristiques favorisent le développement d’infections cutanées bactériennes et virales

[59, 64].

La peau assure un roéle de barriere physico-chimique, immunologique et microbienne,
principalement, grace a I'épiderme et, en particulier, au stratum corneum et aux jonctions serrées.
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Cependant, dans la DA, des nombreuses anomalies sont retrouvées, en particulier, au niveau du
stratum corneum ou une augmentation des pertes d’eau et une hausse du pH apparaissent. De plus,
la peau atopique se caractérise par une altération de la différenciation des kératinocytes,
notamment par l'inhibition de I'expression des protéines de la barriere, une modification de la
composition lipidique, des jonctions serrées ou encore de |'activité des protéases a sérine [59, 64,

95].

Chez les patients atteints de DA, une baisse significative de I'expression des protéines impliquées
dans la différenciation des kératinocytes a été identifiée dans la peau lésionnelle mais également
dans la peau non Iésionnelle. En effet, les génes codant des protéines impliquées dans la
différenciation terminale comme la filaggrine, la loricrine, linvolucrine, ou encore la
cornéodesmosine, sont sous-exprimées dans la peau lésionnelle et non lésionnelle d’'un patient DA
comparé a de la peau saine [96]. Généralement, ces protéines sont exprimées, de maniere
coordonnée et continue au niveau de la couche granuleuse. En revanche, dans la DA, leur expression
est discontinue voir complétement absente pour certaines comme la loricrine et la cornéodesmosine

au niveau du stratum corneum [96].

Chez les patients atteints de DA, un déficit important de la filaggrine est retrouvé et impacte ainsi la
fonction barriére de la peau en altérant de nombreux processus. En effet, le déficit en filaggrine est
impliqué dans I'altération de la différenciation des kératinocytes, dans la perte de cohésion et de
I'intégrité des cornéocytes, dans I'altération de la formation des jonctions serrées, dans la synthese
lipidique et I'augmentation des pertes d’eau transépidermiques. De plus, I'absence de filaggrine
contribue a la réduction de la production du FNH et, par conséquent, favorise la sécheresse cutanée
et offre des conditions plus favorables a la colonisation par S. aureus [16, 17, 95, 97] (Figure 9).

Ce déficit en filaggrine peut s’expliquer, en partie, par les mutations du gene de la filaggrine qui ont
été identifiées chez les patients atteints de DA. Deux mutations du géne de la filaggrine, R501X et
2282del4, ainsi que 9 polymorphismes ont été associés avec la DA. La mutation R501X est retrouvée
chez 18 % des patients et la mutation 2282del4 chez 48 % des patients, représentant ainsi un facteur
de risque génétique majeur. De plus, ces 2 mutations conférent un risque important de développer
I’eczéma herpétisé (EH) correspondant a une infection virale provoquée par I’'HSV chez les patients
atteints de DA [98].

Cependant, les mutations n’expliquent le déficit en filaggrine que chez seulement 1/3 des patients ce
qui implique d’autres mécanismes comme I’environnement cytokinique. En effet, les cytokines de

type Th2, IL-4 et IL-13, trés fortement exprimées dans la DA modulent I'expression de la filaggrine en

30



la diminuant significativement [99]. De méme, I'IL-25, I'lL-22, I'IL-31 et [I'IL-33, également
surexprimées dans la DA, inhibent I'expression de la filaggrine ainsi que d’autres protéines de
différentiation cellulaire [100-103] (Figure 10). Des facteurs environnementaux, comme un faible
taux d’humidité, de faibles températures, I'exposition aux UV ou encore les irritants et allergénes,

pourraient également contribuer au déficit en filaggrine [97].
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Figure 9 : Conséquences d’un déficit en filaggrine a tous les niveaux de la peau et a toutes les étapes du
métabolisme de la filaggrine. Au niveau de la couche granulaire, il y a un déficit en précurseurs de la filaggrine
et en granules de kératohyaline. Au niveau de la couche inférieur du stratum corneum, le déficit en filaggrine
empéche I'agrégation de la kératine et donc altére la fonction barriére. Il y a également une action sur la
formation des cornéodesmosomes, des jonctions serrées et sur les corps lamellaires lipidiques altérant
également la fonction barriére. Enfin, le déficit en filaggrine se traduit par un déficit en produits métaboliques
et en facteur naturel d’hydratation. Ces 2 parametres conduisent a une hausse du pH et une baisse de
I’hydratation favorisant ainsi une sécheresse cutanée importante, une inflammation cutanée et la colonisation

par S. aureus. (D’apreés Irvine et al., 2011 [16])

Les lipides, stérols, acides gras et céramides, contenus dans I'enveloppe des cornéocytes ont un réle
essentiel dans la fonction barriere en controlant les pertes d’eau et I'entrée des pathogenes [67].
Dans la DA, une réduction des lipides a chaines longues, supérieures a 24 atomes de carbone, a été
constatée et concerne les céramides, les sphingomyélines et les lysophosphatidylcholines. En

parallele, une augmentation des lipides a chaines courtes, comprenant 16 a 20 atomes de carbones
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est observée dans la peau lésionnelle et non-lésionnelle [104]. Concernant les céramides, une
augmentation de la proportion en chaines acyles non saturées ainsi que ceux de la sous-classe
sphingosine saturée, qui ont des chaines courtes, est retrouvée dans la peau lésionnelle et non-
|ésionnelle des patients atteints de DA comparés aux patients sains [105]. Ce changement de
composition lipidique s’accompagne d’une altération de I'organisation latérale lamellaire des lipides
dans le stratum corneum contribuant a des changements dans la fonction barriere notamment a une
augmentation des pertes d’eau transépidermiques [105, 106]. Cette modification des lipides est
également associée a une baisse du FNH et a une sévérité de la DA plus importante [106]. Le
changement dans la synthése lipidique pourrait étre d aux cytokines de type Th2, IL-4 et IL-13, qui
alterent I'expression d’enzymes impliquées dans I'élongation des acides gras et le métabolisme des

sphingolipides [104].

Les jonctions serrées régulent le passage de I'eau, des ions et des composés a travers I'épiderme et
empéchent les allergénes et pathogenes de pénétrer dans I'épiderme en contribuant a l'intégrité
tissulaire. Elles sont constituées d’'un grand nombre de protéines transmembranaires comme les
claudines, les molécules d’adhésion jonctionnelles, les occludines, les tricellulines et les protéines
d’échafaudage. Les claudines regroupent 4 protéines indispensables a la résistance et a la
perméabilité des jonctions serrées [19, 65]. Une réduction importante de I'expression de la claudine-
1 ainsi qu’une réduction plus modérée de la claudine-23 ont été mises en évidence dans I'épiderme
|ésionnel et non-lésionnel de patients atteints de DA comparés a des patients sains. De plus, les
jonctions serrées chez les patients DA ont une résistante électrique bien plus faible, une perméabilité
plus élevée et une perte dans la sélectivité ionique comparés aux patients sains [65]. In vitro, la
délétion du gene codant la claudine-1 augmente significativement la perméabilité des jonctions
serrées suggérant un role crucial de la claudine-1 dans la fonction de ces jonctions. Enfin, des

variants du géne codant la claudine-1 ont été identifiés et sont associés a un risque élevé de DA [65].

Les kallicréines (KLK) forment une famille de protéases a sérine regroupant 15 protéases, notées de
KLK1 a 15, ayant une activité chymotrypsique ou trypsique. Huit de ces protéases sont retrouvées
dans le stratum corneum : KLK5, 6, 7, 8, 10, 11, 13 et 14. Les KLK contribuent a la dégradation des
protéines des cornéodesmosomes comme la DSG-1, la DSC-1 et la cornéodesmosine ce qui conduit a
la desquamation. De plus, KLK5 et KLK7 interviennent dans I’activation et le clivage du hCAP18 en LL-
37 ainsi que dans la formation de petits PAMs [107, 108]. Dans le stratum corneum de patients

atteints de DA, toutes les KLKs, sauf KLK11 sont d’avantage exprimées que chez les patients sains. En

32



revanche, dans le sérum de patients atteints de DA, I'expression des différentes KLKs differe peu des
patients sains, suggérant un role local dans I'inflammation [109]. Cette surexpression des KLK peut
s’expliquer par la surproduction de cytokines de type Th2, puisque I'lL-4 et I'lL-13 augmentent
significativement I'expression de KLK7 dans les kératinocytes ainsi que son activité. Cependant, I'lL-4
et I'lL-13 ne semblent pas moduler I'expression et I'activité de KLK5, 8 et 14 [110]. L’activation des
KLK semble également étre favorisée par I'augmentation du pH, retrouvée chez les patients atteints
de DA, aboutissant a la dégradation des cornéodesmosomes et a la production d’IL-1a et d’IL-1B [97].
Enfin, une mutation provocant une perte de fonction du géne SPINK5, codant un inhibiteur des
protéases a sérine, est fortement associée avec la DA et a I'altération de la barriére cutanée. En effet,
I’'absence de SPINKS entraine une dérégulation de I'activité des protéases a sérine et des enzymes

impliquées dans la synthese lipidique [17, 111].

La DA se caractérise par des dysfonctions dans les réponses immunitaires innées et adaptatives qui
évoluent en fonction des phases aiglies et chroniques de la maladie [112]. A l'origine, la DA a été
associée a une réponse immunitaire de type Th2 caractérisée par une forte production d’IL-4, d’IL-13
et d’'IL-5 durant toutes les phases de la maladie. Cependant, la réponse immunitaire semble étre
biphasique avec un changement progressif de la réponse initiale Th2 pour une réponse de type Thl
lors de la phase chronique. La DA s’accompagne également d’une forte réponse de type Th22 mais

d’une faible réponse de type Th17 [59, 93].

La réponse immunitaire innée est la premiére ligne de défense contre les micro-organismes. Au
niveau de la peau, I'immunité innée est initiée au niveau de I'épiderme et inclut les cellules

résidentes de la peau a savoir les kératinocytes, les DC et certains sous-types de lymphocytes. [112].

Chez les patients atteints de DA, une modification de I'expression des TLRs est observée. En effet,
I’expression des TLR1 et TLR2 est fortement diminuée dans I'épiderme de patients DA comparés a
des patients sains [113]. De méme, le niveau d’expression de TLR2 est fortement réduit dans les
macrophages de patients DA [114]. De plus, la stimulation de macrophages issus de patients DA par
des acides lipotéichoiques, des peptidoglycanes et par la lipoprotéine Pam3cys, connus pour étre des
agonistes de TLR2, conduit a une production significativement plus faible de cytokines et chimiokines
comme I'IL-6, I'lL-1B et CXCL8 que celle obtenue a partir de macrophages de patients sains [114]. Le
méme constat a été fait dans les monocytes pro-inflammatoires des patients atteints de DA ou la

production d’IL-1B et de TNF-a est altérée [115]. D’autre part, chez les patients atteints de DA, 2
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mutations du TLR2, R753Q et A-16934, ont été identifiées comme inhibant la transcription du TLR2 et
sont associées a une DA sévere [93]. Or, il a été démontré que TLR2 contribue au maintien de la
fonction barriere, notamment en favorisant I'expression et en maintenant la fonction des protéines
des jonctions serrées mais également en contribuant a la régulation des pertes d’eau [113]. De plus,
TLR2 joue également un role dans l'induction des PAMs par les kératinocytes, comme les PB-
défensines et les cathélicidines [93]. Ainsi, compte tenu des divers réles du TLR2, la baisse de son

expression chez les patients DA pourrait donc étre associée a la physiopathologie de la maladie.

D’autre part, I'induction des PAMs chez les patients atteints de DA est bien moins importante que
chez les patients atteints de psoriasis. C'est le cas de la LL-37 quasiment absente de la couche
granulaire et cornée, d’hBD-2 également peu présente dans les Iésions de patients atteints de DA ou
encore de la psoriasine et de la RNAse 7 également moins exprimées que dans le psoriasis [116, 117].
Ce déficit en PAMs peut s’expliquer par de nombreux mécanismes comme I’'altération de I'expression
de TLR2 mais également par la surproduction de cytokines Th2 ou encore de I'lL-22 qui inhibent leur

expression [101, 116, 118] (Figure 10).

Enfin, dans la DA, les DC expriment fortement le récepteur FceRl au niveau du derme et de
I’épiderme de la peau Iésionnelle et non lésionnelle ce qui semble corrélée a la sévérité de la DA et a
I'activation des LT. De plus, la migration des DC épidermiques inflammatoires, du derme vers
I’épiderme, se fait en concomitance avec |'apparition des Iésions [119]. En revanche, le nombre de
pDC dans I'épiderme, responsables d’une forte production d’IFN, est trés faible contrairement au
nombre retrouvé dans les lésions de psoriasis [120]. Les DC présentes dans les lésions de DA
contribuent également au recrutement des cellules Th2 en produisant les chimiokines CCL17, CCL18
et CCL22, ou encore I'IL-25 et amplifient donc la réponse immunitaire [82, 119, 121]. Enfin, les DC
sont impliquées dans la fonction barriére. En effet, elles sont en interactions avec les jonctions
serrées par l'intermédiaire de I'élongation de leurs dendrites. Or, I'altération des jonctions serrées
aboutit a une désorganisation des DC, a une altération de leur fonction et augmente le risque de

pénétration des antigenes dans la peau des patients DA [119].

La réponse immunitaire adaptative intervient dans un second temps et repose sur des mécanismes
de défense acquis suite aux expositions a différents antigénes et a la mémoire immunitaire

constituée [112].

La réponse immunitaire varie selon les différentes phases de la maladie. En effet, lors de la phase

aiglie, une augmentation significative de I'expression des génes codant les cytokines Th2 (IL-4, IL-13

34



et IL-31) et Th22 (IL-22) est observée. Une augmentation modérée de la réponse Th1l est également
constatée et associée a une augmentation de I'expression de I'lIFN-y, de I'lL-1[3, de CXCL9, de CXCL10
et de CXCL11. En revanche, la réponse Th17 est trés peu induite [122]. En phase chronique, les genes
associés aux réponses Th2 et Th22 sont davantage exprimés et une augmentation significative de la

réponse Th1 apparait également [79, 122] (Figure 10).

Au-dela des cytokines de types Th2, de nombreuses autres cytokines sont fortement exprimées dans
la DA. C'est le cas de I'lL-22 majoritairement produite par les cellules Th22 et qui induit notamment
I’expression de génes pro-inflammatoires [101, 123]. De plus, contrairement a une peau saine ol son
expression est nulle, la TSLP est fortement produite par les kératinocytes de la couche apicale de
I’épiderme de patients atteints de DA aiglie et chronique [124]. La TSLP permet I'activation des DC et
des LC ainsi que 'expansion et la prolifération des LT CD4+. Les DC et les LC activées par la TLSP vont
promouvoir la réponse de type Th2 via les LT CD4+ et la production de CCL17 et CCL22 [124, 125].

Les kératinocytes, en coopération avec les cellules endothéliales, produisent également de I'lL-33
dont I'expression est augmentée dans les Iésions de DA. L’IL-33 agit comme une alarmine et est ainsi
relarguée tres rapidement. L’'IL-33 semblerait favoriser le développement de DA sévéres en
entrainant une augmentation de |'épaisseur de I'épiderme, des infiltrats de mastocytes et
d’éosinophiles, et en favorisant la réponse de type Th2 par I'expansion des cellules lymphoides
innées 2 ainsi que I'activation des basophiles [102, 126, 127].

Dans les zones lésionnelles ou non de patients atteints de DA, une surexpression de I'lL-31 est
également notée. L’IL-31 semble avoir un rble dans le prurit et contribue également a la production
de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1B et I'lL-6, et de chimiokines comme CXCL1, CXCLS,
CCL2 et CCL18 [128-130].

Enfin, une forte production d’IL-25 par les kératinocytes est également identifiée dans la DA [100,

121] (Figure 10).

De nombreuses molécules chimio-attractantes ou adhésives permettant le recrutement des
leucocytes au niveau de la peau, sont également produites et associées a la DA comme CCL-1, -2, -3, -
4, -5, -11, -13, -18, -20, -22, -26 et -27 [128]. CCL27, produite exclusivement par les kératinocytes,
CCL17, CCL18 et CCL1 permettent le recrutement des LT des LC au niveau des lésions [128]. Enfin,
CCL5, CCL11, CCL13, CCL24 et CCL26 vont interagir avec CCR2, CCR3 et CCR4, exprimés par les
éosinophiles, dont le nombre est fortement augmenté dans la DA, afin de favoriser leur recrutement

au niveau du site de I'inflammation [128, 131] (Figure 10).
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Figure 10 : Physiopathologie de la DA en fonction des phases de la maladie. En phase aiglie, la DA
s’accompagne d’une forte réponse Th2 et Th22 accompagnée d’une forte production de cytokines. Ces
cytokines vont accentuer I'altération de la barriere cutanée et l'inhibition de la production de peptides
antimicrobiens (PAMs). Les kératinocytes vont également produire des cytokines comme I'IL-25 et I'IL-33 qui
jouent le méme réle que les cytokines Th2, ainsi que la TSLP qui va activer les cellules dendritiques (DC). De
nombreuses chimiokines sont produites et exercent un chimiotactisme sur les LT afin de les recruter au site de
I'inflammation. En phase chronique, les réponses Th2 et Th22 sont augmentées et I'effet des cytokines

produites est accentué. La réponse Thl est également plus importante. (D’aprés Leung et al., 2013 [78])

Le microbiote humain, constitué d’une grande diversité de micro-organismes, a un réle important
dans la réponse immunitaire et la protection contre les pathogenes. En effet, ils participent a la
production des PAMs, a la régulation de la réponse des kératinocytes ou encore au contréle de la
réponse inflammatoire. Cependant, la DA se caractérise par une dysbiose du microbiote cutanée

associée a une forte colonisation par S. aureus [132, 133].
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Dés les années 1970, la forte colonisation des Iésions de DA par S. aureus a été mise en évidence.
Dans une étude menée sur une centaine de patients, plus de 90 % de ceux en phase chronique et la
totalité de ceux en phase aiglie étaient porteurs de S. aureus au niveau des lésions de DA [134]. De
plus, la densité bactérienne est bien plus importante au niveau des zones lésionnelles que non
|ésionnelles. En effet, plus de 5,50 x 10’ S. aureus par cm? ont été dénombrés dans des lésions en
phase chronique contre seulement 1,3 x 10° qureus par cm? en zones non lésionnelles. De méme,
dans les lésions aigiies purulentes, plus de 14 millions de S. aureus ont été trouvés par cm? soit 10
fois plus qu’en zones non lésionnelles. A contrario, dans les Iésions de psoriasis, rarement plus de 1 x
10° S. aureus par cm? sont trouvés et ils sont présents dans moins de 50 % des cas, confirmant son
importance dans la DA [134]. Par la suite, le microbiome a été analysé a différentes étapes de la
maladie et a différents endroits du corps. Pour cela, I'indice de diversité de Shannon qui prend en
compte le nombre total des différents types de bactéries et la proportion relative de chaque type a
été déterminé. La sévérité de la DA est inversement corrélée a la diversité de Shannon et est donc
associée a une baisse de diversité bactérienne [135]. De plus, les changements dans le microbiome
surviennent principalement pendant les poussées non traitées et au niveau des sites de prédilection
de la DA soit dans les plis poplités et antécubitaux [135, 136]. Une forte diminution de la diversité
bactérienne est retrouvée avec une prédominance du genre Staphylococcus et la réduction des
especes des genres Streptococcus, Cutibacterium, Acinetobacter, Corynecbacterium et Prevotella
[135, 137]. En effet, le genre Staphylococcus représente 90 % des especes bactériennes présentes
lors des phases de poussées non traitées, 35 % a I’état basal, 20 % apreés traitement et seulement 16
% chez les patients sains [135]. Parmi les staphylocoques, S. aureus prédomine, représentant 65 %
des espeéces lors des poussées. De plus, sa présence est corrélée a la sévérité de la DA. A I'inverse, la
concentration a la surface des Iésions de S. epidermidis est associée a une baisse de la sévérité des
poussées. En revanche, aprés traitement de la poussée de DA, I'indice de Shannon augmente de

nouveau, synonyme d’une restauration de la diversité microbienne [135, 136] (Figure 11).
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Figure 11 : Modification du microbiote cutané dans la DA. Abondance relative des phylums et ordres
bactériens majeurs identifiés au niveau du pli poplité et antécubital de patients sains et atteints de DA a
différents stades de la maladie. (A) niveau basal, poussées non traitées, poussées traitées, et aprés poussées.

(B) abondance relative des différentes espéces de Staphylococcus chez les mémes patients. [135].

Au cours d’une poussée de DA, les souches de S. aureus retrouvées chez un patient sont
monoclonales tandis qu’une diversité polyclonale de souches de S. epidermidis est identifiée [136].
Contrairement aux souches cliniques de S. epidermidis qui ne déclenchent pas de réponse
inflammatoire apres application topique sur un modéle murin, les clones de S. aureus isolés des
patients DA induisent une forte réponse inflammatoire, une augmentation de ['épaisseur de
I’épiderme et des infiltrats de neutrophiles et d’éosinophiles. Ainsi S. aureus entraine une
exacerbation des caractéristiques de la physiopathologie de la DA [136]. La dysbiose du microbiote
concerne également les espéeces fongiques avec une forte diminution des espéces appartenant a la
famille des Malassezia et une augmentation d’espéces différentes incluant des espéeces du genre
Aspergillus, Candida albicans et Cryptococcus diffluens [137]. La DA se caractérise donc par
d’importants changements dans la diversité bactérienne et dans la proportion de S. aureus lors des

phases de poussées suggérant un réle du microbiote dans la physiopathologie de la maladie.

Les patients atteints de DA présentent un risque élevé de développer des complications liées a des
infections bactériennes et virales. Ces infections, si elles ne sont pas traitées, peuvent se disséminer

et ainsi entrainer des complications séveres voire fatales [133].
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L'infection bactérienne la plus courante est provoquée par S. aureus, compte tenu de la forte
colonisation des |ésions de DA. Cependant, les infections par Streptococcus pyogenes sont également
fréquentes et semblent avoir un réle dans le développement d’infections séveéres [133, 138]. De
nombreuses caractéristiques de la DA constituent des facteurs de risques de développement
d’infections bactériennes comme le déficit en PAMs et I'altération de la barriére cutanée. De plus, S.
aureus produit un trés grand nombre de facteurs de virulence pouvant exacerber la DA et qui seront

décrits dans le chapitre suivant [138].

D’autre part, I'altération de la barriére cutanée dans la DA offre un meilleur acces pour I'entrée des
virus dans la peau. Ainsi, les patients ont un risque plus important de développer différentes
infections virales, méme si celles-ci restent relativement rares [133, 139]. En effet, 'eczéma
herpétisé (EH), causé par le virus HSV, est I'infection la plus courante mais ne concerne que 3 % des
patients atteints de DA. Malgré sa faible prévalence, 'EH peut rapidement progresser en une
infection systémique pouvant étre fatale [133]. De nombreux facteurs de risques au développement
de I'EH sont présents chez les patients atteints de DA et feront I'objet d’une partie dédiée dans le
dernier chapitre.

Cependant, il existe plusieurs autres infections virales, comme par exemple I'eczéma vaccine (EV),
provoqué par le virus de la vaccine, dont la dissémination est favorisée par le déficit en filaggrine, la
réponse de type Th2 et un déficit de production en IFN-y. L'EV se traduit par des éruptions
importantes de vésicules et de pustules disséminées [133, 139]. Le virus de la variole peut également
entrainer des infections graves dans la DA dont les manifestations sont proches de I'EV, avec des
|ésions moins denses et principalement localisées au niveau des poignets et du visage [139].
L'eczéma coxsackium, provoqué par I'entérovirus Coxsackie, peut apparaitre chez les patients
atteints de DA. Chez les enfants non DA, l'infection se traduit par I'apparition de plaies dans la
bouche et de papules au niveau des paumes des mains et de la plante des pieds. Chez les patients
DA, des lésions vésiculaires peuvent également apparaitre au niveau de sites rarement atteints
comme les fesses [133]. Enfin, I'eczéma molluscatum (EM) peut étre cité dans les complications de la
DA. Causé par un poxvirus responsable du molluscum contagiosum chez les patients non DA, 'EM est
fréquemment disséminé avec I'apparition de plusieurs centaines de Iésions. Les Iésions apparaissent

sous forme de papules et se propagent rapidement lorsque le patient se gratte [139].
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Chapitre 3: Role de Staphylococcus aureus dans la

dermatite atopique

I. Généralités

S. aureus est un cocci a Gram positif qui appartient a la famille des Micrococcaceae regroupant les
genres Staphylococcus et Micrococcus. Initialement, le terme Staphylococcus du grec staphyle,
signifiant grappe de raisin, est apparu dans les années 1880 suite a leur identification par Alexander
Ogston dans des abces purulents [140]. Désormais, S. aureus est inclus dans la famille des
Staphylococcaceae qui appartient au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli et a I'ordre
Bacillales [14]. Il tient son qualificatif d’Aureus de la pigmentation dorée de ses colonies, le
différenciant des autres espéces de staphylocoques, tout comme sa capacité a produire une
coagulase [52].

Sa paroi cellulaire est constituée a 50 % de peptidoglycanes associés par le biais de liaisons
covalentes a des acides téichoiques, principalement le ribitol. La plupart des souches produisent des
microcapsules polysaccharidiques, de composition variée, permettant le sérotypage et pouvant
servir de protection contre la phagocytose [52, 141].

S. aureus est un pathogéne commensal de I’'Homme. Il colonise environ 50 % des adultes sains dont
20 % de maniere permanente et 30 % de maniéere transitoire [52, 53, 142]. S. aureus colonise
principalement la peau et les muqueuses, avec, pour site de prédilection, les narines, mais peut
également étre retrouvé dans le pharynx, le tractus gastro-intestinal, le vagin ou encore la zone

axillaire [53, 142].

Il. Pouvoir pathogene de S. aureus

La colonisation par S. aureus augmente considérablement le risque d’infection ultérieure par cette
méme bactérie et ce risque est d’autant plus important chez les personnes présentant d’autres
comorbidités comme le diabéete, une immunodéficience ou, des anomalies dans la fonction
leucocytaire entre autres. Deux principaux types d’infections peuvent avoir lieu: les infections
nosocomiales survenant chez des patients hospitalisés et les infections communautaires souvent
dues a des contacts entre individus contaminés [52, 143]. En France, S. aureus est responsable
d’environ 14 % des infections nosocomiales, ce qui en fait le second micro-organisme le plus

impliqué aprés Escherichia coli en 2017 [144].
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L'infection débute souvent au niveau de la peau ou d’'une muqueuse altérée permettant I'entrée de
S. aureus dans les tissus et le systéme sanguin, et conduisant a des bactériémies qui peuvent
entrainer des complications importantes comme des endocardites, des septicémies avec ou sans
choc toxique, des infections ostéo-articulaires ou encore des infections métastatiques [52, 141, 145].
De plus, depuis les années 1960, des souches de S. aureus résistantes aux béta-lactamines,
notamment a la méticilline, sont apparues sous le nom de S. aureus résistants a la méticilline (SARM)
mais sont également résistantes a de nombreux autres antibiotiques comme la gentamycine,
I’érythromycine et la tétracycline, par exemple [146, 147]. Initialement présentes en milieu
hospitalier, ces souches se sont propagées rapidement, passant, en moins de 20 ans, d’une
prévalence de 2,1 % a 35 % aux USA, et sont associées a une hausse du risque de mortalité [148,
149]. En 2017, en France, chez les patients atteints de maladies nosocomiales dues a S. aureus, 27 %
des souches étaient des SARM [144]. De méme, 10 a 30 % des patients DA sont colonisés par des
SARM [150, 151]. Il existe également de nombreux clones de SARM, le clone ST80-IV étant le plus

courant en Europe et le clone USA300 prédominant aux USA [152].

lll. Les facteurs de virulence produits par S. aureus

Le pouvoir pathogéne de S. aureus est lié a sa capacité a exprimer un arsenal de facteurs de virulence
qui se répartissent en deux groupes: les protéines de surface et les protéines sécrétées. Les
protéines sécrétées sont-elles méme classées en trois catégories: les facteurs enzymatiques, les
superantigénes et les toxines lytiques (Figure 12). Les protéines de surface sont exprimées pendant la
phase exponentielle de croissance afin de faciliter la colonisation alors que les toxines sont

exprimées pendant la phase stationnaire, pour permettre la dissémination [52].

41



Lyse cellulaire

Cytotoxines
a-toxine

Dégradation
tissulaire

Production de

cytokines
Leucocidines

Toxine-B ETs

PSMs Expansion des

cellules T

Dégradation des Proteases

composeés . i
ompo Nucléases ~ LiPases
tissulaires, des

protéines et des Hyaluronidase
PAMs

S. aureus

S5 Production de
cytokines

Coagulase
Von Willebrand
Staphylokinase

Co-facteurs

Activation Entrée dans la
enzymatique cellule hote

Figure 12 : Facteurs de virulence sécrétés par S. aureus. Les facteurs de virulence sécrétés se répartissent en
plusieurs catégories : les facteurs enzymatiques (co-facteurs et enzymes) jouant un role dans la destruction des
composants tissulaires de la cellule hote et les toxines (superantigenes et cytotoxines) impliquées dans la

modification des réponses immunitaires. (D’apres Tam et al., 2019 [153])

L'infection par S. aureus commence par I'adhésion a la matrice extracellulaire (MEC) de la cellule
hote. Pour cela, différents facteurs d’adhésion, ou adhésines, sont produits et sont connus sous le
nom de MSCRAMMs pour Microbial Surface Components Recognising Adhesive Matrix Molecules. La
plupart des MSCRAMM s sont liés au peptidoglycane par des liaisons covalentes et possedent, a leur
extrémité N-terminale, un domaine de liaison a la MEC de la cellule h6te [52, 154, 155].

La premiere protéine de surface a avoir été décrite dans les années 1960 est la protéine A connue
pour sa capacité a se lier au fragment Fc des IgG [52, 154]. La protéine A peut également se lier au
fragment Fab des IgG, région impliquée dans la reconnaissance de I'antigéne ainsi qu’au facteur von
Willebrand [154]. De nombreuses autres protéines sont exprimées par S. aureus afin de faciliter la
liaison a la fibronectine, la laminine ou encore au collagéne des MEC des cellules hétes. Il s’agit de la
« fibronectin-binding protein » A et B (FnbPA et FnbPB), de la « collagen adhesin (Cna) » ainsi que des

« clumping factor » (CIf) A et B [154, 155].
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Les facteurs enzymatiques sont classés en deux groupes, a savoir les cofacteurs nécessaires a
I'activation enzymatique et les exo-enzymes qui vont dégrader les composants tissulaires de I'hote
[153]. Trois cofacteurs sont produits, la coagulase, le facteur de von Willebrand et la staphylokinase
qui sont respectivement des activateurs de la prothrombine et du plasminogene afin de favoriser
I’entrée et la dissémination de S. aureus [52, 153, 156].

En paralléle, un tres grand nombre d’enzymes sont sécrétées et incluent des nucléases, des
protéases, une hyaluronidase et des lipases qui ont pour but de dégrader les composants tissulaires
de la cellule héte comme les lipides, I'acide hyaluronique du tissu conjonctif, des immunoglobulines

ou encore des PAMs [153].

S. aureus est capable de sécréter 23 superantigénes (SAgs) répartis en 3 catégories: les
entérotoxines staphylococciques (SEs), les entérotoxines-like (SEls) et la TSST-1 (toxic shock
syndrome toxin-1). Sept SEs ont été identifiées, notées de SEA a SEE et SEG. Quinze SEls sont
également connues et nommées de SE-IH a SE-IX. Ces toxines ont toutes un faible poids moléculaire
allant de 19 kDA a 30 kDA, sont résistantes a la chaleur, a la protéolyse, aux acides et a la dessication
et présentent une forte toxicité [157, 158].

Les SAgs vont entrainer une activation polyclonale, non spécifique, des LT déclenchant une réponse
inflammatoire excessive qui conduit a une forte production de cytokines pro-inflammatoires
apparentée a un « orage cytokinique » contribuant au développement du syndrome du choc toxique

[153, 157-159].

Ajouté aux SAgs, de tres nombreuses autres toxines sont produites et excrétées dans le sécrétome
de S. aureus. Elles sont réparties en deux groupes : les cytotoxines qui agissent directement sur les
membranes en formant des pores et les enzymes cytotoxiques. Ces toxines ont pour but

d’endommager les cellules hotes et de modifier le systéme immunitaire [153].

Les cytotoxines, ou pore-forming, toxines alterent les membranes de la cellule héte entrainant la
fuite des métabolites et des composés vitaux pour la cellule [160]. La toxine a, aussi appelée
hémolysine a ou Hla, est la plus connue et la premiere a avoir été identifiée comme formant des
pores en tonneaux B dans les membranes cellulaires. La toxine a est sécrétée sous la forme d’un
monomere soluble qui apres liaison a la membrane cellulaire via le récepteur ADAM-10 pour a

disintegrin and metalloprotease 10, se transforme en une structure heptamérique. Ces pores
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entrainent des flux de calcium et de potassium conduisant a la lyse de la cellule hote [161]. La toxine
a induit la lyse d’un tres grand nombre de types cellulaires mais peut avoir de trés nombreux autres
roles a de plus faibles concentrations, notamment la modification de voies de signalisation et de la

réponse inflammatoire, et I'induction de la sécrétion de cytokines [153, 161].

Les leucocidines a 2 composants possédent une structure et un mode d’action relativement proche
de la toxine a mis a part qu’elles ont besoin de 2 sous-unités pour étre actives. La sous-unité S
reconnait et se lie au récepteur de la cellule hote puis recrute la sous-unité F pour former un dimére
et former un pré-pore octamérique puis finir par un pore en tonneau B [153]. Cing leucocidines sont
connues pour leur pouvoir pathogene chez I’'Homme : la leucocidine de Panton-Valentine (PVL ou
LukSF-PV), ’'hémolysine y AB (HIgAB), 'hémolysine y CB (hlgCB), la leucocidine AB (LukAB ou LukHG)
et la leucocidine ED (LukED) [153, 162]. De maniére générale, ces leucocidines induisent une lyse
cellulaire, les cellules cibles différant pour chacune, mais elles sont aussi capables d’agir sur la

réponse inflammatoire, la production de cytokines ou la phagocytose [153, 162, 163].

Les enzymes cytotoxiques, quant a elles, regroupent la toxine B, aussi appelée hémolysine B, et les
toxines exfoliatives.

Contrairement aux autres hémolysines, la toxine B ne forme pas de pores dans la membrane mais
hydrolyse la sphingomyéline, un lipide de la membrane plasmique, en céramide et phosphocholine
[153, 163]. Ainsi I'effet lytique provoqué par cette toxine est probablement d{i a la modification de la
fluidité de la membrane lipidique et dépend de la quantité en sphingomyéline de la cellule cible. Elle
peut induire une lyse des érythrocytes, des monocytes, des LT et des kératinocytes [153, 163]. Il a
également été montré que la toxine B favorisait la colonisation de la peau par S. aureus en induisant

une forte cytotoxicité vis-a-vis des kératinocytes [164].

Enfin, les toxines exfoliatives (ETs) ou toxines épidermolytiques existent sous 4 formes notées de ETA
a ETD, les plus connues étant ETA et ETB [153]. Ce sont des sérines protéases tres spécifiques, qui
agissent au niveau du stratum granulosum ou elles hydrolysent la DSG-1, entrainant un détachement
cellulaire et, ainsi, une exfoliation de la couche superficielle de la peau. En revanche, les couches
profondes, constituées de DSG-3, ne sont pas touchées [165]. Les Ets sont responsables des
syndromes staphylococciques cutanés bulleux et sont également impliquées dans les impétigos

bulleux, les nécroses épidermales toxiques et certains cas d’érythémes [153, 165].
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IV. Les phénol-solubles modulines, un facteur de virulence majeur

Les phénol-solubles modulines (PSMs), cytotoxines de S. aureus, font I'objet d’'un paragraphe dédié
car elles apparaissent comme étant des facteurs de virulence majeurs dont le r6le dans la DA reste

assez peu connu.

Les PSMs ont été découvertes récemment, initialement chez S. epidermidis en 1999 par Seymour
Klebanoff qui leur a attribué le nom de PSMs en raison de leur capacité a se séparer dans la phase
phénolique lors d’extraction a chaud [166]. Les PSMs ont, par la suite, été caractérisées chez S.
aureus en 2007 : quatre PSMs courtes et deux longues ont été identifiées [167]. Ainsi, les PSMs ont
été classées en fonction de leur taille. On distingue 4 PSMs de type a (PSMa), al a a4, composées de
20 a 25 acides aminés et qui sont codées par I'opéron psma. Deux PSMs de type B (PSMB), B1 et B2,
composées de 43 a 45 acides aminés sont codées par I'opéron psm8. Enfin, S. aureus produit la PSMy
aussi appelée toxine & ou hémolysine §, similaire aux PSMa, et codée par le gene hld présent dans la
séquence RNAIIl [167] (Figure 13A-B). Structurellement parlant, les PSMs sont des peptides
amphipatiques composés d’hélice a. Les PSMa sont formées d’une seule hélice a et sont
généralement chargées positivement. En revanche, les PSMB sont composées de 3 hélices a qui
forment une structure en « V » constituée d’'une surface hydrophile et d’'un coeur hydrophobe, et
sont, la plupart du temps, de charge neutre [168] (Figure 13C). De plus, les PSMs contiennent, a leur
extrémité N-terminale une N-formylméthionine mais pas de peptide signal [167].

Les PSMs sont produites par la majorité des souches de S. aureus mais leur production est majorée
chez les souches pathogénes ce qui laisse suggérer un lien entre PSMs et virulence [167]. Enfin, les
PSMs représentent une part importante des facteurs sécrétés par S. aureus puisqu’environ 60 % de la

masse totale des protéines sécrétées sont des PSMs [169].
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Figure 13 : Description et structure des PSMs de S. aureus. Quatre PSMa (al a a4) sont codées par I'opéron
psma, deux PSMB (B1 et B2) sont codées par I'opéron psm86 et la toxine & ou PSMy est codée par le géne hld
situé au niveau du RNAIIl du systéme Agr (A). Les PSMs sont classées en fonction de leur taille. Les PSMa sont
constituées de 20 a 25 acides aminés et les PSM de 43 a 45 acides aminés (B). Les PSMs ont une structure en
hélice a avec une extrémité N-terminale avec une N-formylmethionine (C). (D’aprés Peschel et al.2013 [170] et

Towle et al., 2016 [168])

Comme la majorité des exotoxines de S. aureus, |’expression des PSMs est régulée par le systéme du
guorum-sensing appelé « Accessory gene regulator » (Agr) [167, 171]. Le systéme Agr est composé
de 2 promoteurs, P3 et P2, qui transcrivent respectivement le RNAIIl impliqué dans le contréle de la
transcription des toxines sécrétées ainsi que de la toxine §, et le RNA Il qui code AgrA, AgrB, AgrC et
AgrD, 4 genes du systéeme Agr. AgrA, régulateur de réponse, et AgrC, une histidine kinase, forment le
systeme du signal de transduction. AgrD est un précurseur de peptides auto-inducteurs et AgrB une
protéine permettant la maturation et I'export des peptides auto-inducteurs [171, 172]. Lorsque AgrC
détecte une concentration critique de peptides auto-inducteurs, AgrA est phosphorylé et devient
actif. AgrA stimule alors les promoteurs P2 et P3, suivi de la transcription et de la traduction du

RNAIIl induisant une boucle de rétrocontréle positive [172, 173].
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Cependant, il a été montré que I'expression des PSMs est sous le contréle d’AgrA et non pas du
RNAIIl. En effet, AgrA se lie directement au promoteur des opérons psma et psm8 par une liaison
spécifique et induit leur expression [171].

L'expression des PSMs est également influencée par le gene psm-mec, appartenant a un élément
génétique mobile SCCmec, qui code un ARN régulateur. L'ARN psm-mec cible spécifiquement 'ARN
d’AgrA inhibant sa transcription et, par conséquent, réduisant considérablement I'expression des
PSMs. Les souches cliniques de S. aureus n’exprimant pas le psm-mec induisent une forte expression
des PSMs et sont plus virulentes que les souches I'exprimant [174]. Enfin, le Rbf, un régulateur
transcriptomique de la famille AraC/Xyls peut également se lier directement aux promoteurs des

PSMa, réprimant leur expression [175] (Figure 14).
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Figure 14 : Régulation de I’expression des PSMs de S. aureus. La régulation de I'expression des PSMs se fait via
le systéme Agr du quorum-sensing. Cependant, elle se fait, principalement, indépendamment du RNAIII, par
une liaison directe de AgrA a I'opéron des PSMs. Le psm-mec joue également un réle dans la régulation en

inhibant I'activité de AgrA et, par conséquent, en réduisant I’expression des PSMs [170].

Les PSMs étant constituées d’une extrémité N-terminale avec une N-formylmethionine, elles ne

possedent pas de peptide signal et sont donc exportées par un systéme non-canonique [170, 172]. La
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sécrétion se fait via un transporteur ABC a 4 composants nommé Pmt pour Phenol-soluble modulin

transporter [169].

Les PSMs, comme les autres cytotoxines, posseédent une importante capacité a lyser les cellules
eucaryotes. Initialement, il a été montré que les PSMs et plus particulierement les PSMa induisaient
une lyse importante des neutrophiles humains [167]. Cependant, les neutrophiles ne sont pas les
seules cellules cibles des PSMs. En effet, les PSMs sont également capables d’induire une lyse des
érythrocytes, des ostéoblastes et des kératinocytes. Quel que soit le type cellulaire, ce sont les PSMa,
et notamment la PSMa3, qui semblent étre les plus cytotoxiques [167, 176-179]. Les PSMs, de par
leur structure en hélice a, sont des peptides amphipatiques qui possédent des propriétés semblables
a des détergents, leur permettant ainsi d’endommager les membranes des cellules hétes. La lyse
cellulaire se fait donc indépendamment de l'interaction avec un récepteur [167, 180]. De plus, les
PSMa, surexprimées lors de la phagocytose par les neutrophiles, favorisent la lyse des neutrophiles
ce qui contribue a la stratégie d’évasion de S. aureus a la réponse antibactérienne et, donc, a sa

virulence [181].

De plus, les PSMs ont un réle dans le développement des biofilms, structures en 3 dimensions
formées par un ensemble de bactéries attachées a des surfaces inertes ou des muqueuses. En raison
de leurs propriétés tensioactives, 'ensemble des PSMs de S. aureus contribue a la structure, a la
maturation, au détachement et a la dissémination du biofilm. En effet, les PSMs favorisent la
destruction des liaisons hydrophobes et hydrophiles entre les molécules bactériennes, entrainant le
détachement des bactéries de la surface du biofilm et, par conséquent, leur dispersion [182, 183]. De
méme, les PSMs, en particulier la PSMa3 et la PSMy, favorisent la propagation des colonies de S.
aureus sur des surfaces humides. Les PSMs contribuent alors a la colonisation de matériels

biologiques comme des cathéters mais également de la peau humaine [170, 184].

A de plus faibles concentrations, les PSMs modulent également la réponse inflammatoire. En effet,
les PSMs favorisent le chimiotactisme I’activation et la production de cytokines pro-inflammatoires
au niveau des neutrophiles. Contrairement a I'activité cytolytique, cette activité est dépendante du
récepteur « Formyl Protein 2 » (FPR2) présent a la surface des neutrophiles [167, 180]. Au contraire,
chez les DC possédant également le récepteur FPR2, les PSMs induisent un chimiotactisme mais
semblent favoriser un phénotype plutot anti-inflammatoire caractérisé par une inhibition de la
différenciation des Thl et une augmentation des LT régulateurs [185]. De plus, les PSMs stimulent la
réponse inflammatoire des kératinocytes pouvant aggraver les pathologies comme la DA, mais ce
role sera décrit dans le paragraphe suivant [178, 179, 186, 187].
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Enfin, les PSMs peuvent avoir des activités antimicrobiennes. Cette activité antimicrobienne a
principalement été mise en évidence pour les PSMs de S. epidermidis ou les PSMa ont un effet
bactériostatique sur Legionella pneumophila [188]. Une activité antimicrobienne des PSMy et de la

toxine 6 de S. epidermidis a également été identifiée sur Streptococcus pyogenes [56] (Figure 15).
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Figure 15 : Résumé de I'ensemble des réles des PSMs. A de fortes concentrations (UM), les PSMs ont un réle
cytotoxique sur de nombreux types cellulaires comme les neutrophiles, les érythrocytes et les kératinocytes. Ils
contribuent également a la propagation de S. aqureus en favorisant la dissémination des biofilms et la
colonisation des surfaces humides. En revanche, a de faibles concentrations (nM), les PSMs modulent la
réponse immunitaire en induisant un chimiotactisme des neutrophiles et la production de cytokines pro-

inflammatoires. (D’aprés Peschel 2013 et al., [170])

V. Les toxines de S. aureus dans la dermatite atopique

Comme décrit précédemment, la peau lésionnelle des patients DA est tres fortement colonisée par S.

aureus et de nombreuses toxines sécrétées sont suspectées d’exacerber la DA [189-192].

Premierement, la colonisation par S. aureus au niveau du stratum corneum est facilitée chez les
patients atteints de DA. En effet, le pourcentage d’adhésion de S. aureus sur les cornéocytes de
patients DA est supérieur a celui des patients sains, ou atteints de psoriasis [193, 194]. Cette

augmentation a été initialement liée a I'expression de la protéine A puisqu’en utilisant une souche
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n’exprimant que trés peu de protéine A, I'adhésion aux cornéocytes est fortement réduite [193].
Cependant, d’autres adhésines favorisent I'adhésion au stratum corneum. Ce sont les FnbP, facteurs
de liaison a la fibronectine, impliqués dans I'adhésion a I'épiderme de patients atteints de DA. Leur
absence réduit considérablement I'adhésion de S. aureus. Cela peut s’expliquer par le fait que,
contrairement aux patients sains ou atteints de psoriasis, les patients atteints de DA présentent de la
fibronectine dans les couches supérieures de I'épiderme, notamment dans le stratum corneum,
facilitant l'interaction avec FnbpA et FnbpB [194]. Le CIfB joue aussi un role important dans
I"'adhésion aux cornéocytes chez des patients atteints de DA. En effet, la surface des cornéocytes
expriment de nombreux ligands pour le CIfB et la délétion du CIfB dans des souches isolées de
patients DA réduit considérablement leur adhésion [195]. En revanche, le Cna, facteur d’adhésion au
collagene, n’a pas d’influence [194]. Au-dela de leur réle dans I'adhésion, certaines adhésines
peuvent également avoir une action pro-inflammatoire comme la protéine A. Cette derniere se lie au
récepteur du TNFa 1, tres fortement exprimé dans les kératinocytes humains, entrainant une
surexpression de médiateurs pro-inflammatoires comme I'IL-8 suite a une activation des voies NF-kB

et AP-1 [196] (Figure 16).

Ensuite, les protéases facilitent la pénétration de S. aureus dans la peau. Des souches délétées pour
les 10 protéases majeures adherent de la méme maniéere que la souche sauvage au niveau cutané
dans un modele murin de DA mais ces mutants n’ont pas la capacité de pénétrer ni dans le derme ni
dans les tissus adipeux [197]. La protéase V8 semble contribuer a 'altération de la fonction barriere
de I'épiderme en augmentant les pertes d’eau transmembranaires et en facilitant la pénétration
d’antigenes [198]. La protéase V8 modifie également la structure du stratum corneum en entrainant
une perte de l'intégrité des cornéodesmosomes et de la cohésion entre les cornéocytes [198]. De
plus certaines protéases comme la staphopain B, exprimées dans la peau atopique, exercent leur
activité protéolytique en clivant les PAMs, en particulier, la LL-37. Cette dégradation protéolytique
des PAMs permet donc d’augmenter encore la résistance de S. aureus et contribue ainsi a son

pouvoir pathogene [199] (Figure 16).

D’autres toxines, comme les SAgs, ont un réle plus ciblé sur la réponse immunitaire. Parmi les
souches de S. aureus isolées de patients DA produisant des toxines, la majorité a la capacité de
produire des SAgs comme SEA et TSST-1 [200]. De plus, des marquages en immunohistochimie ont
montré une localisation préférentielle de SEA et TSST-1 dans les couches supérieures de I'épiderme
[201]. Des IgE spécifiques a ces SAgs sont également détectées chez, environ, la moitié des patients
ce qui n’est pas le cas chez des patients sains ou atteints de psoriasis [200, 202]. Leur présence est

corrélée a une plus forte colonisation par S. aureus ainsi qu’a des infections superficielles plus
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étendues et a une DA plus sévére [202]. Ces IgE contribuent a une forte libération d’histamine et
d’autres médiateurs de l'inflammation comme, par exemple, I'lL-3, CXCL8 ou le GM-CSF par les
basophiles en réponses aux SAgs. Ce phénomeéne est observé uniqguement chez des patients DA [200,
203]. Suite a des expositions cutanées, SEB participe aussi a I'activation des LC, a la dégranulation des
mastocytes, a la production de molécules d’adhésion et contribue a la réponse inflammatoire en
activant les LT de type VB8+ [204]. De méme, SEA induit la production de molécules d’adhésion et de
médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lIL-6, I'lL-18 et CXCL8 dans les kératinocytes et semble donc
jouer un réle dans I'amplification de I'inflammation dans la DA [201]. Enfin, SEB et la toxine a
entrainent une surexpression du récepteur a I'lL-31 dans les monocytes et les macrophages qui va

aboutir a la sécrétion d’IL-6 et d’IL-1f3 [192, 205] (Figure 16).

La toxine o est détectée dans la peau d’environ 1/3 des patients atteints de DA colonisés par S.
aureus [206]. Le role principal qui lui est généralement attribué est I'altération de la barriére cutanée
suite a la formation de pores membranaires chez les kératinocytes, entrainant leur mort. Chez les
patients atteints de DA, cette action semble amplifiée. En effet, le dosage de la lactate
déshydrogénase dans des biopsies atopiques et saines, incubées en présence de la toxine a, révéle
une mort cellulaire 5 fois plus importante chez les patients DA que chez les patients sains [207]. De
plus, I'inhibition de la différenciation cellulaire dans la DA s’accompagne d’une diminution de
I’expression de l'acide sphingomyélinase qui normalement empéche I'action de la toxine a en
réduisant I'expression de ces récepteurs a la surface des kératinocytes [207, 208]. A de plus faibles
concentrations, la toxine a est susceptible d’activer les LT et d’induire I'expression d’IFN-y et donc de
favoriser plutot la réponse de type Thl retrouvée dans les phases chroniques de DA [206]. Elle peut
aussi avoir un rble dans I'activation de I'inflammasome NLRP3 qui induit la production d’IL-18 et d’IL-

1P par la voie de la caspase 1 [191] (Figure 16).

Une des dernieres catégories de toxines impliquées dans la DA correspond aux PSMs. Les PSMs sont
connues pour avoir un fort pouvoir lytique sur de nombreux types cellulaires, y compris les
kératinocytes mais elles ont également la capacité a stimuler la production de médiateurs pro-
inflammatoires pouvant possiblement exacerber I'inflammation caractéristique de la DA. Les PSMs,
en particulier les PSMa, peuvent induire la production d’'IL-18 et d’'IL-1B par les kératinocytes.
Cependant, contrairement a la voie classique, la production d’IL-18, activée par les PSMs, est
indépendante de la caspase-1 et semble plutot associée a I'altération de la cellule [178]. Les PSMa
entrainent également la production d’IL-1a et d’'IL-36a qui contribue a la modulation de
I'inflammation cutanée via la voie de I'lL-17 [179]. Les PSMs permettent également a S. aureus de

stimuler la voie des TLR2 dans les kératinocytes [187]. Cette activation du TLR2 se fait via
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I'interaction avec les lipoprotéines de la membrane bactérienne et aboutit a une forte sécrétion de
CXCL8 et donc a linduction de la réponse inflammatoire [187]. En outre, les PSMs favorisent
I'infiltration des neutrophiles dans la peau colonisée et participent a I'apparition de I'érythéme et a la
sévérité de l'inflammation cutanée dans des modéles murins [179, 186]. La toxine & ou PSMy induit
la dégranulation des mastocytes et la libération d’histamine, probablement via le récepteur FPR2,
contribuant in vivo aux infiltrats cellulaires inflammatoires de la peau et a la sévérité de la DA [209].
La toxine 6 semble donc favoriser les réponses immunitaires allergiques en stimulant la réponse de

type Th2 via la dégranulation des mastocytes dans des pathologies comme la DA [209] (Figure 16).

Augmentation de la colonisation par Production d’un arsenal de facteurs de virulence
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Figure 16 : Role de S. aureus et de ses toxines dans la physiopathologie de la DA. D’une part, les patients
atteints de DA présentent des caractéristiques qui favorisent la colonisation de la peau par S. aureus. C'est le
cas de l'altération de la barriére, de I’environnement Th2 ainsi que de la dysbiose du microbiote. D’autre part,
S. aureus produit un trés grand nombre de facteurs de virulence qui vont augmenter la réponse inflammatoire
en produisant, par exemple, de I'lL-31, de I'lL-1a et de I'lL-36a et ainsi favoriser les réponses de type Th2 ou
Th17. Il peut également y avoir des actions directes sur les cellules comme la mort des kératinocytes,

I'activation excessive des LT et la dégranulation des mastocytes (MC) (D’apres Alexander et al., 2019 [192])
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Chapitre 4: Surinfection virale par le virus Herpes
simplex : U'eczéma herpétisé

I. Le virus Herpes simplex

Selon le comité international de taxonomie des virus, le virus Herpes simplex appartient a I'ordre des
Herpesvirales et a la famille des Herpesviridae qui comptent plus de 200 virus différents dont
seulement 9 sont des virus humains. Cette famille se divise en 3 sous-familles, les
Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae et les Gammaherpesvirinae. Les Alphaherpesvirinae se
caractérisent par une grande diversité d’hoétes, un cycle de réplication virale court, une propagation
rapide dans la nature et la capacité a établir une latence dans les ganglions sensoriels. lls incluent 2
genres différents : Simplexvirus (HSV-1 et HSV-2) et Varicellovirus (virus de la varicelle-zona) [210,

211].

L'HSV est un virus enveloppé dont les particules virales ont un diamétre compris entre 150 et 200 nm
et sont formées de 4 éléments: le noyau contenant I’ADN viral, une capside isocaédrique, le
tégument et I'enveloppe [211, 212] (Figure 17).

L'enveloppe externe est formée d’une bicouche lipidique contenant de nombreuses copies d’une
dizaine de glycoprotéines virales organisées en forme de piques. Elle provient des membranes
nucléaires et intracytoplasmiques de la cellule hote ce qui lui confere des propriétés lipidiques
similaires a la membrane cytoplasmique et contribue ainsi a I'entrée du virus dans la cellule [211,
213].

Le tégument est une couche située entre I'enveloppe et la capside qui représente deux tiers du
virion. Il est constitué de filaments proches de I'actine, de plus de 20 protéines virales et contient
également des transcrits de genes. Aprés entrée du virus dans la cellule, le tégument initie la
réplication virale [211, 213].

La capside est une structure protéique en icosaedre formée par 162 capsomeéres divisés en 150
hexons et 12 pentons. La protéine majeure de la capside est VP5 ou UL19. Elle est également
constituée de la protéine UL6 qui forme le portail, voie d’entrée et de sortie de ’ADN [211, 213].

Au cceur de la capside se trouve un ADN double-brin linéaire d’au moins 152 000 paires de bases
contenant environ 70 % de guanines/cytosines; I'ensemble capside-ADN viral est nommé
nucléocapside [210, 214]. Le génome est composé de deux segments covalents appelée L pour

« long » et S pour « Short », chacun composé de séquence unique nommée U, (unique long) et Us
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(unique short) et flanquées de séquences inversées répétées internes et terminales a chaque
extrémité [212, 214, 215] (Figure 17). Le génome de I'HSV code plus de 80 polypeptides qui sont
nommeés en fonction de leur position dans les régions U, ou Us [212]. Quarante d’entre eux codent
des protéines structurales ou régulatrices indispensables a la réplication virale. Les autres ont pour
but de modifier I'environnement cellulaire de la cellule h6éte ou encore contribuent a la
neurovirulence [216]. Le génome contient 75 cadres ouverts de lecture et 3 origines de réplication a
savoir 1 copie d’ori, et 2 copies d’oris. Les virus HSV-1 et HSV-2 possédent 50 % d’homologie de
séquence nucléotidique [215, 216].
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Figure 17 : Structure du virus HSV et de son génome. La particule virale, d’une taille comprise entre 150 et 200
nm, est formée de 4 éléments : le génome viral, la capside, le tégument et I'enveloppe lipidique (A). Le génome

est constitué de 152 000 paires de bases réparties en 2 séquences U, et Us portées par 2 segments S et L. [212]

L'infection cellulaire se découpe en plusieurs étapes clés: I'entrée du virus dans la cellule hote,
I’expression des génes viraux, la synthése de I’ADN viral et enfin 'assemblage et le bourgeonnement

des virions (Figure 18).
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Figure 18 : Cycle de réplication du virus HSV. L'HSV entre dans la cellule hote en se liant a ses récepteurs
spécifiques entrainant une fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique. Cette fusion permet la
libération de la nucléocapside puis de I’ADN viral dans le noyau cellulaire. L’expression des génes en 3 phases a
alors lieu : génes trés précoces (IE), précoces (E) et tardifs (L). La réplication virale se termine par I'assemblage

de la capside et le packaging de I’ADN puis par I’excrétion du virion [212].

L'entrée du virus requiert principalement 4 glycoprotéines gB, gD, gH et gL qui vont induire la fusion
entre I'enveloppe virale et la membrane cellulaire. La glycoprotéine gC permet la liaison a des
molécules glycosaminoglycanes, principalement les héparanes sulfates, présents a la surface
cellulaire. La gD va ensuite se lier aux récepteurs spécifiques a HSV. Trois classes de récepteurs a
I'HSV existent: le médiateur d’entrée des herpés virus (HVEM) appartenant a la famille des
récepteurs au TNF-qa, la nectine 1 et la nectine 2 qui appartiennent a la famille des Igs et le 3-O
héparane sulfate protéoglycane [217, 218]. Cette interaction conduit a la fusion des membranes et a
la libération de la nucléocapside et de certaines protéines du tégument dans le cytoplasme de la
cellule hote. La capside est alors transportée jusqu’au noyau cellulaire, grace au réseau des

microtubules, ou I’ADN viral est libéré [216, 219].

Une fois dans le noyau, I’ADN viral se circularise par recombinaison des séquences inversées
terminales et utilise les éléments de la cellule hote pour sa transcription. Les protéines produites
sont soit des protéines structurales impliquées dans la formation du virion et de I'enveloppe, soit des
protéines non-structurales impliquées dans la réplication virale [212, 216]. L’expression des genes se
fait en 3 phases. La premiere phase correspond a I'expression des genes trés précoces, IE, pour
immediate early), ou genes a, et est initiée par I'interaction entre la protéine VP16 du tégument et la
protéine cellulaire oct-1. Cing protéines sont alors exprimées, ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 et ICP47, et

vont initier la transcription des génes précoces, E, pour early ou genes B. Les génes B codent des
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enzymes impliquées dans la réplication virale, comme I’ADN polymérase (UL30), une protéine se liant
a I'’ADN simple brin (ICP8), une hélicase-primase, une protéine de liaison a I'origine (UL9) ou encore
une thymidine kinase (UL23). Ces génes vont ensuite induire I'expression des génes tardifs, L, pour
late ou génes y qui codent des protéines structurales qui seront utilisées pour la formation de Ila

capside et du tégument [212, 215, 220] (Figure 18).

La réplication du virus a ensuite lieu dans des compartiments de réplication du noyau de la cellule
infectée et est initiée au niveau d’une des origines de réplication. La protéine UL9 se lie a I'origine de
réplication entrainant le dédoublement de I’ADN et le recrutement d’ICP8 au niveau de I’ADN simple
brin. Le complexe hélicase primase va ensuite s’associer a ’ADN polymérase virale UL30 et initier la
réplication selon un mode théta. La réplication se poursuit par un mode « cercle roulant », ou mode
sigma, qui aboutit a la formation de concatémeres d’ADN viral téte-béche qui seront clivés et
empaquetés (Figure 19). Le clivage en monomeres s’effectue grace a des éléments cis contenus dans
les séquences répétées nommées pacl et pac2. La capside est également assemblée dans le noyau
grace a différentes protéines tardives, VP5, VP26, VP23 et VP19c. Les capsides vides sont alors
chargées avec des monomeres d’ADN viral [212, 213, 215, 220].
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Figure 19 : Mécanisme de réplication de I’ADN viral. La protéine UL9 se fixe au niveau d’une des origines de
réplication (ori) puis la protéine ICP8 est recrutée. Ces 2 protéines vont ensuite interagir avec un complexe
d’hélicase-primases permettant I'action de I’ADN polymérase. La réplication commence par un mode théta puis

se termine par un mode cercle roulant. [212]
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La réplication virale se termine par le bourgeonnement a la membrane nucléaire interne qui permet
la formation de I'enveloppe et du tégument. La capside bourgeonnante pourrait ensuite étre
transportée dans des vésicules d’exocytose jusqu’a I'appareil de Golgi puis excrétée au niveau du site
d’infection [212]. Les nouveaux virions sont alors libérés en moins de 10 h par fusion des vésicules

cytoplasmiques de transport avec la membrane plasmique de la cellule hote [216].

Les infections par le virus HSV se déroulent en 3 phases : la primo-infection, I'infection latente et la

réactivation.

La primo-infection correspond au premier contact avec le virus. La contamination se fait par contact
direct avec des surfaces ou des liquides infectés. Généralement, I'HSV infecte la peau et les
mugqueuses, qui présentent souvent une altération du stratum corneum, et se répliquent dans
I’épithélium squameux stratifié [221]. L'infection primaire se caractérise par une lyse cellulaire et une
réponse inflammatoire. Les cellules gonflent, perdent leur intégrité membranaire afin de former des
cellules géantes multinucléées. La lyse cellulaire s’accompagne de I'excrétion d’un liquide clair
contenant des particules virales, entre le derme et I'épiderme, formant ainsi une vésicule. Au
moment de la guérison, la vésicule se transforme en pustule et s"accompagne d’un recrutement de

cellules inflammatoires puis finalement devient une sorte d’ulcération [222].

Rapidement apres l'infection, I’"HSV est transporté par un flux rétrograde du site de l'infection au
corps cellulaire des neurones sensoriels innervant la région infectée. Il peut alors s’y répliquer d’ou sa
dénomination de virus neurotoxique puis y persister sous une forme latente. Pendant la latence, le
virus est dans un état quiescent. Lors de la phase de latence, le génome viral est sous forme
circularisée ou épisomale. Tous les genes viraux lytiques sont réprimés et seuls des transcrits associés
a la latence (LATs) sont détectés. Les LATs, sous contrdle d’un promoteur neuro-spécifique, sont
exprimés sous la forme d’ARNms non codants donnant lieu a 2 ARNs LAT. lls semblent contribuer a la
répression des geénes lytiques, a l'inhibition de la mort cellulaire induite par le virus et a
I"amélioration de l'efficacité de la réactivation [212, 216, 223] (Figure 20). L'infection latente se

déroule en 3 phases : I'établissement, le maintien et la réactivation.

Au cours de la latence, une réactivation du virus peut avoir lieu sous I'effet de différents stimuli
comme les UV, le stress, la fievre, une altération des tissus ou encore une immunodéficience. Il s’en
suit alors un transport antérograde de particules virales, des neurones jusqu’au site de primo-

infection ol un nouveau cycle lytique commence [223] (Figure 20).
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Figure 20 : Physiopathologie des infections herpétiques. Les infections herpétiques se caractérisent par une
étape de latence dans les neurones sensoriels. Pendant la phase de latence, les génes viraux sont réprimés et le
virus est latent. Seuls les LATs sont exprimés et permettront une réactivation plus efficace sous I'effet d’un

stress. (D’aprés Nicoll et al., 2012 [223])

Les infections par I'HSV concernent plus d’un tiers de la population et sont majoritairement
asymptomatiques mais parfois a l'origine de manifestations cliniques séveres. Ce sont des virus
transmissibles par contact direct entre personnes contaminées. De plus aprés la primo-infection, ils
persistent a vie dans I'organisme [216]. Une étude de séroprévalence en France dans les années 2000
a mis en évidence que 67 % des francais étaient séropositifs pour le virus HSV-1, sans différence
selon les sexes, et 17 % pour le virus HSV-2, avec une proportion plus importante de femme [216,
224].

L'HSV-2 est plutot responsable d’infections génitales et est un des pathogénes les plus impliqués

dans les maladies sexuellement transmissibles. En revanche, bien qu’il soit de plus en plus associé
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aussi a des infections génitales en raison des changements dans les pratiques sexuelles, 'HSV-1 est

plus souvent associé a des infections orales, oculaires ou neurologiques [221, 222, 225-227].

La primo-infection a I'HSV-1 au niveau oro-labial se traduit exceptionnellement par une
gingivostomatite. Les réactivations oro-labiales se traduisent par I'apparition d’'un érythéme et de
vésicules puis d’ulcérations au niveau des muqueuses buccales et de la lévre. L'HSV peut étre
responsable de kératoconjonctivites qui touchent un seul ou les 2 yeux, et s’accompagnent de
I"apparition d’ulceres au niveau de la cornée, de larmoiement ou encore d’'une photophobie. Les
infections génitales se manifestent par des papules puis des vésicules et des pustules sur le sexe et
sont trés douloureuses. Ces infections peuvent quelque fois se transmettre au nouveau-né lors de

I"accouchement [222, 228].

Cependant, dans certains cas, 'HSV peut étre responsable d’infections graves et disséminées. C’est
notamment le cas chez les patients immunodéprimés ou l'infection peut toucher I'appareil
respiratoire ou le tractus digestif aboutissant a des pneumonies séveres ou des cesophagites, par
exemple [211, 222, 228]. L'HSV est également impliqué dans des infections du systéme nerveux
central entrainant des encéphalites tres fréquemment fatales. Sans traitement, le taux de mortalité
peut atteindre 80 %. Il peut également causer des méningites [211, 222, 228]. Enfin, les patients
atteints de dermatite atopique peuvent développer une infection cutanée disséminée appelée

eczéma herpétisé [211, 222].
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II. LUeczéma herpétisé et les facteurs prédisposant a I'eczéma
herpétisé chez les patients atteints de dermatite atopique

Les patients atteints de DA présentent un risque de développer des infections virales dont la plus
fréquente est I'eczéma herpétisé (EH), une infection causée par le virus Herpes simplex, le plus
souvent de type 1, qui survient chez environ 3 % des patients et qui peut conduire a une infection
disséminée mortelle [133, 139, 229]. Généralement, I'EH affecte le visage, le coup et le tronc mais
peut aussi toucher les membres et les organes génitaux et se manifeste sous la forme de vésicules
mono-morphiques pustulaires [139, 229]. Par la suite, de nombreuses complications peuvent
apparaitre comme des virémies, des méningites ou encore des encéphalites [139, 230] d’ou
I'importance de diagnostiquer la maladie. A ce jour, I'acyclovir et ses dérivés, restent les antiviraux
les plus utilisés en cas d’EH, mais I'apparition de nombreuses résistances nécessite le développement
de thérapies alternatives [231, 232].

De nombreuses caractéristiques de la DA prédisposent au développement de I'EH. C’est notamment
le cas de l'altération de la barriére avec l'inhibition de I'expression de la filaggrine ou encore les
anomalies dans les jonctions serrées et adhérentes [98, 100, 233, 234]. De méme, la faible
production de PAMs comme la LL-37 et I’'hBD3 ainsi que I'environnement cytokinique et notamment
la forte production de cytokines Th2 comme I'lL-4 et I'lL-13 mais également I'IL-25 et la TSLP
favorisent le développement de I'EH [66, 100, 235, 236]. Des anomalies dans les cellules
immunitaires (DC, cellules NK, cellules T régulatrices) ou encore certains traitements utilisés dans la
DA peuvent étre prédisposants a I'EH [237-241]. Enfin, la forte colonisation des lésions de DA par S.
aureus peut entrainer |'apparition d’EH, en particulier par la production de facteurs de virulence

comme la toxine a qui favorise I'entrée de I'HSV-1 dans les kératinocytes [242].

L'épidémiologie, les caractéristiques cliniques, le diagnostic et les traitements ainsi que I'ensemble
des facteurs prédisposant a I’'eczéma herpétisé chez les patients atteints de DA ont fait I'objet d’une
revue bibliographique publiée dans le journal Clinical reviews in allergy and immulogy sous la
référence « Damour A, Garcia L, Seneschal J, Lévéque N, Bodet C. Eczema herpeticum: clinical and

pathophysiological aspects. Clin Rev Allergy Immunol. 2020. 59(1):1-18. » [243].
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Eczema herpeticum: clinical and pathophysiological aspects

ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is the most common chronic inflammatory skin disease in the world. AD is a
complex pathology mainly characterized by an impaired skin barrier, immune response dysfunction
and unbalanced skin microbiota. Moreover, AD patients exhibit an increased risk of developing
bacterial and viral infections. One of the most current, and potentially life-threatening, viral infection
is caused by herpes simplex virus (HSV), which occurs in about 3 % of AD patients under the name of
eczema herpeticum (EH). Following a first part dedicated to the clinical features, virological diagnosis
and current treatments of EH, this review will focus on the description of the pathophysiology and,
more particularly, the presently known predisposing factors to herpetic complications in AD patients.
These factors include those related to impairment of the skin barrier such as deficit in filaggrin and
anomalies in tight and adherens junctions. In addition, low production of the antimicrobial peptides
cathelicidin LL-37 and human B-defensins, overexpression of cytokines such as interleukin (IL)-4, IL-
13, IL-25, IL-33 and thymic stromal lymphopoietin (TSLP), or downregulation of type | to IlI
interferons as well as defect in functions of immune cells such as dendritic, natural killer and
regulatory T cells have been involved. Otherwise, genetic polymorphisms and AD topical calcineurin
inhibitors treatments have been associated with an increased risk of EH. Finally, dysbiosis of skin
microbiota characterized in AD patients by Staphylococcus aureus colonization and toxin secretion,
such as a-toxin, has been described as promoting HSV replication and could therefore contribute to

EH.
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INTRODUCTION

Atopic dermatitis (AD) is the most common inflammatory skin disease, impacting approximately 15
to 25 % of children and 1 to 5 % of adults worldwide, with a greater frequency in recent years in
industrialized countries, and it is associated with high socioeconomic costs [59, 60, 94]. In addition to
the discomfort caused by symptoms of itching and soreness, adverse consequences on patients’
quality of life have been clearly identified, resulting in sleeplessness, decreased academic and

professional performances, loss of self-esteem and increased family stress [87, 88].

AD is characterized by intense pruritus and skin dryness associated with cutaneous hyperreactivity
to environmental stimuli such as allergens, irritants, food, humidity as well as stress, viral infections
and bacterial infections [78]. Although AD pathogenesis is not fully understood, complex interactions
between skin barrier defect, immune response, skin microbiota and environmental exposures have
been suggested to play key roles [59, 60, 94, 111, 244]. During evolution of the disease, innate and
adaptive immunities are intimately linked and their crosstalks have a clearly established role in the

development, maintenance and flare-up of AD [94].

The main identified critical factors in AD are impaired skin barrier, overexpression of Th2 cytokines,
especially Interleukin (IL)-4, IL-13 and epithelial cell-derived cytokines IL-25, IL-33 and thymic stromal
lymphopoietin (TSLP), low production of antimicrobial peptides (AMPs) and interferons (IFNs),
abnormalities in number and/or activity of immune cells such as dendritic cells (DCs), natural killer
(NK) and regulatory T cells (Tregs) and dysbiosis of skin microbiota [59, 78, 94, 111]. All of these
factors considerably increase the risk of viral or bacterial infection emergence in patients with AD
[133, 245]. These complications include infections by Staphylococcus aureus, herpes simplex virus
(eczema herpeticum), vaccinia virus (eczema vaccinatum), molluscum contagiosum virus (eczema
molluscatum) or coxsackie virus (eczema coxsackium) [133, 139]. This review aims to describe the
clinical features and predisposing factors for eczema herpeticum (EH), a severe viral infection

occurring in AD patients.

ECZEMA HERPETICUM: A RARE BUT SEVERE VIRAL INFECTION IN AD

One of the most common viral infections occurring in AD patient is EH: a herpes simplex virus (HSV)
skin infection [133, 139, 229]. Although EH is relatively rare, occurring in about 3 % of AD patients,
this initially local disease may progress to a potentially life-threatening systemic infection [133, 139,

229, 245]. The pathogenesis of EH remains largely unknown so far.
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Human herpes virus simplex

HSV is an enveloped double-stranded DNA virus belonging to Herpesviridae family and Alpha
herpesvirinae subfamily, including HSV type 1 (HSV-1) and HSV-2, which share almost 50 % of
homologous sequences [245, 246]. Humans are frequently exposed to these pathogens:
seroprevalence for HSV-1 is about 80 % for children and up to 90 % for adults whereas HSV-2 affects
12-15 % of adults [245, 246]. HSV-2 is mainly involved in sexually transmitted genital herpes while
HSV-1 usually causes labial, ocular and primary genital herpes [221]. Transmission of HSV occurs after
contact with infected secretions. Virus can spread via viral shedding during symptomatic or

asymptomatic recurrent infections [230].

HSV usually infects skin or mucosa and replicates in stratified squamous epithelium [221].
Consequently, keratinocytes, the predominant cell type in the epidermis, are the first cellular targets
for HSV in skin [247]. The entry of HSV in cells depends on the interaction between viral
glycoproteins B and D with host cell surface molecules such as 3-O-sulfate heparan sulfate, nectin-1
and HSV entry mediator, also known as tumor necrosis factor receptor superfamily member 14
(TNFRSF14) enabling the fusion of host cell and viral membranes [217, 245, 248]. Keratinocytes
express all these receptors enabling fast virus entry [221], about 90 % of viral particles being
internalized at thirty minutes post-infection [247]. Other cells found in skin such as DCs may also be
infected with HSV, especially epidermal resident Langerhans cells (LCs), which express receptors
involved in HSV entry [221, 249]. Infection of DCs leads to inhibition of their maturation and
consequently to reduction in their cytokine production [249]. Dermal fibroblasts are also potential
targets for HSV due mainly to high expression of nectin-1 [250]. In addition, entry receptors for HSV
are found in various kinds of cells such as monocytes, B- and T-lymphocytes, endothelial and mast
cells [218]. Following the lytic life cycle, HSV starts a lifelong persistence, called latency, established
in the sensory ganglia innervating the site of infection. Reactivation of latent viruses can be induced
by many factors, such as ultraviolet exposure, emotional stress, fever, tissue damage or immune
suppression [223, 248]. HSV is known to implement multiple strategies to evade host antiviral innate
immune response, a phenomenon contributing to infections [248, 251]. While HSV is usually
responsible for harmless infection of cutaneous mucous membranes in healthy patients, a

disseminated HSV infection can occur on lesional skin of AD patients.

63



Characteristics of EH

EH was first described in 1887 by Moritz Kaposi, an Austrian dermatologist, in ten children with an
“eczema larvare infantum” displaying a vesiculopustular eruption called « Kaposi’s varicelliform
eruption » [139, 229, 230, 245]. Today, this term is applied to all viral complications caused by HSV in
skin diseases such as AD, psoriasis, rosacea, etc. However, the term “eczema herpeticum” is
restricted to HSV extensive infection appearing in AD [139, 229, 245]. EH can be classified according
to its severity: from local to disseminated infection, at times leading potentially life-threatening to
herpetic encephalitis [229, 230]. Inevitably, EH increases the cost of care for AD patients. For
example, in the United States of America (USA), the total cost of inpatient care for EH is about $

2 000 000 US dollars per year [252].

Epidemiology. In more than 90 % of cases, EH is caused by HSV-1, HSV-2 being preferentially located
in the genital area [253]. This disease is related not only to primary infection, but also to reactivation
of the latent virus [139, 254]. Nonetheless, even if a wide range of person is HSV-seropositive, EH
rarely occurs in AD patients. Concerning EH prevalence, about 3 % of patients with AD are estimated
to develop EH (ADEH+) during their lifetime [255]. In the USA, there were between 4.03 and 7.3
children per million children per year hospitalized for EH between 2002 and 2012 [252]. ADEH+
patients are usually younger than AD patients without a history of EH (ADEH-) [253, 254] and more
often male [252, 253, 256]. They display early-onset AD and a higher average scoring atopic
dermatitis (SCORAD) index [253, 254, 256]. Risk factors of EH in AD patients include presence of
other allergic diseases such as food allergy and asthma [253, 254], lymphopenia with normal white
blood cell count, increased erythrocyte sedimentation rate [254] and higher levels of
Immunoglobulin (lg) E and circulating eosinophils [253, 254, 256]. EH may also be associated with
psoriasis, asthma or immune-suppression [252]. In addition, atopy to a wide diversity of allergens
such as Staphylococcus aureus toxins, animal dander, food allergens, house dust or grasses is noted
in ADEH+ patients [253]. ADEH+ patients are also more frequently concerned by S. aureus infections
that could lead to septicemia [230, 253, 256]. Finally, EH is independent of season and of time of the

year [252, 254]. The predisposing cellular factors for EH are presented in a dedicated section.

Clinical presentation. Classically, EH most frequently affects the face, neck and trunk even if the

hands, legs or genital organs may also be involved (Figure 21; [257-268]). Typical lesions of EH are

monomorphic eruptions of dome-shaped papulovesicles (Figure 21; [139, 229, 245]). After 1 or 2

weeks, blisters dry and form crusts that fill eroded pits [139, 229]. Vesicles may also be umbilicated

and the presence of ulcerations or slits is possible [260, 264, 269-273]. Usually, lesions are

completely dried and healed after 2 to 6 weeks [139, 229, 245]. EH is often accompanied with fever,
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malaise or lymphadenopathy (Table 1 ; [139, 229, 245]). Diagnosis EH is important because functional
and/or life-threatening complications may occur. HSV kerato-conjunctivitis or keratitis may be
responsible for blindness [257, 274]. Similarly, HSV gingivostomatitis may decrease dietary intake and
hydration [275]. In drastic cases of widespread EH, viremia, meningitis or encephalitis can be noted
and prove fatal [139, 230, 276, 277]. In immunocompromised patients, EH can cause severe hepatitis
that may progress to fulminant or acute liver failure [278]. Pregnancy is also a period of heightened
susceptibility to HSV infection with an increased risk of dissemination, EH becoming potentially
dangerous for the mother and the fetus through materno-fetal viral transmission and subsequent
neonatal HSV infection [259, 266, 270]. One of the other main complications of EH is a potential
secondary infection of vesicles by bacteria as S. aureus leading to pustules [230, 245, 279]. Similarly,
septicemia due to S. aureus superinfections can cause multiorgan failure and can result in the death
of the patient [230, 280, 281)]. In some cases, clinical manifestations of EH can be atypical,
complicating and delaying diagnosis and threatening the patient’s life. Clinical presentations without
emergence of vesicles [258] or with only small papules have been described [282]. Those cases
exemplify the diversity of clinical characteristics complicating EH diagnosis. Moreover, differential
diagnose may appear, including impetigo, eczema vaccinatum (EV), contact dermatitis and
chickenpox [139, 229, 230, 261, 281] requiring differential management. The difficulty of establishing

diagnosis renders it important clinicians should pay attention to any deterioration in an AD patient.

Figure 21: Characteristic monomorphic eruptions of eczema herpeticum on arm (A) and hand (B) and

widespread eruption of EH (C).
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Diagnosis. Diagnosis of EH is mainly clinical [139, 230, 261, 279, 281]. However, due to the potential
diversity of EH clinical manifestations, physicians confirm their diagnosis using diverse laboratory
techniques such as Tzanck smear, HSV culture, direct immunofluorescence (IF) or polymerase chain
reaction (PCR) (Table 1; [139, 261, 279, 281]). All these techniques present advantages and
drawbacks, particularly regarding sensitivity and specificity [261, 279]. Nowadays, molecular
biological techniques are preferentially chosen because of their ease of use, reliability and high
sensitivity [283]. Indeed, PCR is positive in 100 % of cases when performed on early lesions, and
positivity rates remain higher than 80 % on later lesions as well (over 30 days) [283]. Because of
potential severe complications and fatal outcomes, diagnosis must be established without delay,
upon the first consultation. Treatment should start based on clinical characteristics as soon as the
infection is suspected without waiting for the results of the complementary analyses [230, 259, 261,

284].

Treatments. Antiviral therapy should be set up as soon as EH is suspected, because in case of severe
form, EH can potentially be fatal with a mortality rate of 10 % to 75 % in the absence of antiviral
treatment [139, 229, 285]. Acyclovir (ACV) is the first line drugs for treatment of HSV infections since
the 1980s. This molecule is a guanosine analogue, which must be triphosphorylated, firstly by the
virus-encoded thymidine kinase (TK) and subsequently by cellular enzymes, to be efficient. Then,
ACV-triphosphate acts as a potent inhibitor of viral DNA polymerase [232]. Five to 10 mg/kg of
intravenous ACV, 3 times daily for 5 to 7 days is the recommended treatment for EH [139, 230]. As
ACV has poor oral bioavailability, valacyclovir (VACV), an L-valyl-ester prodrug of ACV, has been
developed [231, 232]. In treatment with VACV, 500 mg orally twice a day for 5 days is recommended
for EH [230]. Pencyclovir (PCV) and its oral prodrug famcyclovir act similarly to ACV and may be used
in countries where it is marketed in dosages of 5 mg/kg/dose and 500 mg, twice a day for 7 days

[139, 231, 232].

Sometimes, these treatments can fail due to drug resistance [139]. In a cohort of 8 ADEH+ patients, 3
had an acyclovir-resistant HSV [286]. This resistance may be conferred by viral mutations either in
the Unique Long (UL) 23 gene, which encodes the TK in 95 % of cases or in the UL30 gene, which
encodes the viral target DNA polymerase in the 5 % of remaining cases [232, 287]. In order to
counteract this resistance, mainly supported by TK mutations, other treatments can be used such as
foscarnet (FOS) and cidofovir (CDV). FOS and CDV are a pyrophosphate analogue and an acyclic
nucleoside monophosphate respectively, which directly inhibit the viral DNA polymerase without the

need for a functional TK. Forty mg/kg 3 times a day for 2 to 3 weeks is recommended for foscarnet
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[230]. However, both are nephrotoxic and have very poor oral bioavailability, as a result they are
used only when other therapies have failed [229, 231, 232, 279, 287]. These antiviral treatments are
not used for topical applications, except in cases of herpetic keratitis where topical antiviral ointment
must be applied [229]. Topical glucocorticosteroids may be added to the antiviral drug even if they
remain controversial [139, 229]. In addition to a curative approach, a prophylactic treatment should
be implemented for ADEH+ patients with high risk of recurrences using oral ACV in a dosage of 200

mg 3 times a day or VACV helping to significantly decrease disease severity [139, 279, 284].

In addition to these classical treatments, new therapeutic approaches may be considered especially
in patients infected with a resistant strain. Among these, the IFN-y therapy may be a good alternative
in infection with resistant strains, particularly for AD patients with a low level of IFN-y [279, 286].
Indeed, IFN-y enables control of HSV replication and propagation, and may be of considerable benefit
in cases of EH. Nevertheless, up until now, patients’ clinical improvement is not sufficient, given the

very high cost of this therapy [229, 279, 286].

Table 1: Clinical characteristic, diagnosis and treatments of EH in AD patients.

Abbreviations: Male (M); Female (F); month (m); year (y); Typical Topography (TT): face, neck, trunk ; Classical
type (CT): vesiculo-papular lesions; Classical late type (CLT): vesiculopustular lesions and/or ulceration and/or
erosions; Classical general signs (CGS): fever and/or malaise and/or lymphadenopathy; Immunofluorescence

(IF); Transmission Electron Microscopy (TEM); Immunohistochemical (IHC); Intravenous (IV); Parenteral (P);

Subcutaneous (SC); Per Os (PO); Topical (T).

Gender Lesions Clinical . . Anti-infectious
(Age) Background - Diagnosis — . Ref.
ge Topography | Type | Presentation reatmen
Acute forms of EH
Acyclovir (IV), 7
. . Direct IF, ELISA, days and
M (37 CLT 257
57 Steroids () TT + right palm N/A hemagglutination ophthalmic (2571
ointment
TOt:rl];glG’GlfG?’ TT + limbs + Vomiting,
F(16y) - & back of right cT dehydration, N/A Acyclovir (IV) [258]
deficiency, hand hypotension
steroids s
F (18 m) 1T Papules | CGS, anorexia Viral titer Ant|\./|r.al FIV) and [282]
antibiotics (IV)
CGS, Viral culture, Acyclovir (IV) and
M (1 CcT 276
y) N/A N/A dehydration direct IF antibiotics (2761
TT + upper
Cyclosporine, extremities + Hypothermia, Tzanc!< teSt.' IHC Acyclovir (IV) until
M (45 y) cT . strains, viral . [271]
methotrexate forearms + hypotension improvement
culture
dorsal hands
F(17vy) Bronchospasm | TT + oral tissues CcT CGs, heada.ches, N/A Antibiotics [275]
dysphagia
M (19 y) Bronchospasm TT cT CGS, headaches N/A Valacyclovir [267]
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M (34 y)

TT + cheek

CcT

Edema

Tzanck test, direct

Acyclovir, 7 days

[268]

IF, serology
Acyclovir (1V),
Hypoyglo- L
F(18y) bulinemia, oral T+ hands.+ CLT CGS, vomiting Viral culture antibiotics (IV) [259]
arms+ pubis and
HSV . .
immunoglobulin
F(22y) Steroids (T) T CcT CGS Viral culture ACVCIOY”. (I\./) and [270]
antibiotics
Acyclovir 10 days
F (18 cT 284
(18) i cGs N/A and antibiotics [284]
F (18 m) TT+arms +legs | CLT | CGS, irritability N/A Acyclovir (V) and | ) .o,
topical antibiotics
F(13y) T cT CGS, sore N/A Acyclovir (IV) [260]
v throat, nausea ¥
M(2y) Steroids (T) | TT + extremities | CT | CGS, irritability | V7ol culture, | Antiviral (IV)and | ) .
serology antibiotics
M (30 m) T oL N/A N/A Antibiotics (IV), 10|
days
Antiviral (P) and
M (2 CT 230
) Arm ces N/A antibiotics [2301
TT + +1
M (19y) arm+1egs | ¢r CcGS N/A Acyclovir, 5 days | [262]
+ penis
AD: 16, Psoriasis: TT, Generalized: .
M: 10, F: 9 1, Sezary 1, Buccal: 1 Tzanck test, Skin Acyclovir (PO or P)
SR syndrom: 1, g S cT N/A ) ! and antibiotic (IV) | [261]
(0-55) . Conjunctival biopsy : 5
Pemphigus . 110
. and genital : 2
foliaceus: 1
Oral herpes CGS, . . Acyclovir (PO, T),
M (16 CT 274
(16v) simplex m photophobia Viral typing 7 days [274]
Cefoperazone, . .
M@©m) | dexamethasone TT + right leg + T cGs Serology, TEM, Valacyclowr'(PO) [263]
(V) hands + arms PCR and acyclovir (T)
F27y) Lupus 7 T N/A PCR Acycloylr (IY) and (269]
erythematosus antibiotics
F(8y) Legs and arms CLT No fever Viral culture, IF Acyclovir [264]
Disseminated . : :
M (65 ) large B cell Trunk + penis + I PCR, IHC, direct AcyC!O\.IIr‘(|V) and (272]
scrotum IF, flow cytometry | antibiotics (IV)
lymphoma
Acyclovir (IV, 5
IF, T k
M(3y) T oL CGS ' Zalgﬁ test, days) and [273]
antibiotics
Genitals + .
M (80y) Steroids (T) suprapubic area CLT CGS Tzanck test ACVCIOVAIrl(PQ) and [265]
. antibiotics
+ thighs
irl
F(25y) T + extremities o cGs Tzanck test, Acyclovir 10 days (266]
serology (PO)
F(26y) TT + extremities CLT CGS Serology ACyCI.O\.“r .(IV)’ [278]
antibiotics
Diabetes, Somnolence, .
. . . . Acyclovir,
F(62y) hypertension, 80 % of skin CcT tachycardia, Immunostaining L [280]
L antibiotics
hypothyroidism tachypnea
CI:lsi:hc:g;c/act Acyclovir (IV) 14
M (36y) . ! TT + limbs CLT CT, headaches PCR days, antibiotics | [277]
tacrolimus 0,1 % (V)
and Oilatum (T)
Recurrent forms of EH
Ichtyosis Acyclovir, 5 days;
vulgaris, . Methotrexate;
F(17vy) TT Pustules N/A Viral culture, PCR . [279]
methotrexate Prophylactic
cyclosporine, acyclovir,
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fluocinonide (T) mometasone (T)
Topical Acyclg\a/:/rs(.lv), 5
ti t id !
M (10vy) cor |c95 ergl ! TT + fingers N/A N/A Viral culture methotrexate 5 | [279]
calcineurin
. months;
inhibitors .
Famcyclovir
Acyclovir, 5 days;
0,1 % Tacrolimus,
Corticosteroids Viral culture desoximetasone
M (6 N/A N/A N/A ! 279
) (PO) / / / PCR, direct IF (TI) ; IFN-y, [279]
tacrolimus 0,03 %
(1)
Mometasone, PCR, direct IF, IFN-y (SC);
F(4y) tacrolimus (TI), N/A N/A N/A viral culture, Ergocalciferol, [279]
methotrexate serology acyclovir
Acyclovir, 5 days;
Cvelosporine mometason 0,1 %
M (11y) yclosp ! N/A N/A N/A Tzanck test and tacrolimus 0,1 | [279]
methorexate -
% (T); Famcyclovir
, IFN-y

PREDISPOSING FACTORS FOR ECZEMA HERPETICUM IN ATOPIC DERMATITIS
PATIENTS

Impairment of the skin barrier

AD is characterized by impaired barrier function, which cause increased transepidermal water loss
and may facilitate entry of HSV through the first keratinized layers of the skin and binding to its
receptors at the surface of the target cells [59, 139]. This dysfunction arises from a defect in terminal
keratinocyte differentiation due to decreased expression of filaggrin (FLG) that damages the
structure and composition of the stratum corneum. In addition, anomalies in tight junctions (TJs) and

adherens junctions (Als) are involved in this process (Figure 22).
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Figure 22: Factors promoting HSV replication in eczema herpeticum. Atopic dermatitis (AD) patients are
characterized by impaired skin barrier, especially a filaggrin and claudin deficit as well as increased Nectin-1
accessibility. An abnormal immune response is found and includes overexpression of type 2 cytokines such as
interleukin (IL)-4, IL-13 and others inflammatory mediators such as IL-25, IL-22 and TSLP. These cytokines lead
to lower induction of antimicrobial peptides than in other inflammatory skin diseases and exacerbate skin
barrier defects. During the development of EH in AD patients (ADEH+ patients), immune cells are also affected
with a lack of plamacytoid dendritic cells (pDCs), defective natural killer cells (NK), expansion of regulatory T
cells (Treg) and overexpression of IDO1 by DCs altering the production of interferon (IFN), an important
antiviral cytokine. Finally, the lesional skin microbiota of AD patients is unbalanced with sizable colonization of
S. aureus producing toxins such a-toxin. All these modifications interact with each other, promoting entry or

reactivation and replication of HSV and, finally, the development of EH.

Filaggrin. FLG is a key protein of the barrier function, playing an important role in formation of the

cornified cell envelope [97, 99]. Proteolytic degradation products of FLG are involved in maintenance

70



of skin hydration and the pH of the skin, and play a crucial role in the regulation of key biochemical
events, including protease activity, desquamation, lipid synthesis, barrier permeability, and
cutaneous antimicrobial defense [17, 97, 111]. However, in AD patients, FLG expression is strongly
reduced. This lack of FLG can be explained, in 1/3 of patients, by loss-of-function mutations in the
gene encoding FLG [99]. Two common mutations, R501X and 2282del4, are associated with AD
(Table2; [17]). R501X mutation occurs in 18 % of AD patients and 2282del4 in 48 % [17, 98]. Gao et al.
have been studied those mutations in 278 Euro-American AD patients including 112 ADEH+ patients
[98]. They found that 25.4 % of ADEH+ patients carried the R501X mutation and 17.8 % the 2282el4
one. Moreover, a significant association for the R501X mutation in ADEH+ patients was found. In
addition, ADEH- patients carrying both R501x and 2282del4 mutations have an increased risk of

ADEH compared to those with only one mutation [98].

Nevertheless, less than 1/3 of ADEH- patients are concerned by these mutations, which is why other
mechanisms, including cytokine environment of AD lesions (detailed later in a dedicated paragraph),
are likely to contribute to epidermal barrier defects and development of viral infections [97, 99, 100,
111]. In addition, the reduced level of FLG results in decreased formation of FLG breakdown products
like urocanic acid (UCA) and pyrrolidone carboxylic acid (PCA), which help to maintain acid pH on the
skin [17, 97, 100, 111]. Indeed, incubation of keratinocytes with UCA and PCA at various
concentrations has caused dose-dependent medium acidification and allowed significant dose-
dependent inhibition of HSV-1 replication [100]. Viral replication was also reduced with a decreasing
pH due to hydrochloric acid [100] suggesting that an acid pH inhibits the entry of HSV into cells [100,
288]. Consequently, reduction of UCA and PCA due to FLG deficit, causes elevation of the skin-surface

pH, conducive to HSV-1 replication that can increase the risk of EH [100].

Tight junctions. TJs, which are complex of adhesive proteins, control the entry of water and solutes
across the skin and establish a link between keratinocytes within the stratum granulosum [97, 255].
Healthy TJs prevent keratinocytes from viral propagation by contact between cells blocking access to
the virus receptor [233]. TJs are composed of three main transmembrane proteins: claudin (CLDN),
which is involved in Tls resistance and permeability, occludin and the IgG-like family of junctional
adhesion molecules (JAMs) [19, 97]. Gene expression profiling in AD patients shows a reduction in
CLDN1 and CLDN23 expression [65]. In addition, lower electrical resistance and absence of ion
selectivity permeability are signs of TJ defects in AD patients [65]. Defect in CLDN1 can be partially
explained by an adjacent single nucleotide polymorphism (SNP) (rs9290927) in the gene encoding
CLDN1 associated with a higher risk of AD and two SNPs (rs893051 and rs9290929) associated with

disease severity [65]. As described for FLG and after exclusion of FLG mutations, an intronic SNP
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(rs3732923) and a SNP in promoter region (rs3954259), in Euro-American and Afro-American
populations respectively, seem significantly associated with EH (Table 2; [233]). The role of CLDN1 in
HSV infection has been studied using CLDN1 siRNA transfected primary human keratinocytes infected
with a virulent HSV-1 strain [233]. A significant increase in the number and size of HSV-1 focal
forming units was observed in CLDN1 siRNA transfected keratinocytes in comparison to control siRNA
transfected keratinocytes [233]. These results suggest that a lower CLDN1 level may promote HSV
infection and the spread of the virus from one keratinocyte to another [233]. In another study, the
role of TJs in HSV-1 entry was investigated using either murine primary keratinocytes deficient for
the polarity regulator partitioning defective-3 (Par3) or knock-out keratinocytes for E-cadherin [289].
Deficit of Par3 and E-cadherin led to non-functional TlJs and a reduced transepithelial electrical
resistance [289]. In both cases, an increasing number of cells expressing HSV antigens was observed
compared to control cultures. These results support the fact that defects in TJs facilitate virus access

to host cell receptors, penetration in the skin and finally, HSV infections [289].

Adherens junctions. Als are formed by the nectin-afadin complex including nectin-1 to 4 and the
cadherin-catenin complex such as E-cadherin and P-catenin, and have a structural intercellular
adhesive role [19]. Moreover, nectin-1 is a HSV-glycoprotein D receptor, allowing the entry of HSV
into cells [217]. It has been shown that when AlJs are disrupted, nectin-1 is detectable on cell surfaces
that increase its availability [234]. Consequently, disruption of Als increases the availability of nectin-
1, which becomes more accessible for HSV, and facilitate virus entry into cells [234]. An alteration of

AlJs in AD patients might occur and eventually be considered as a risk factor for EH.

Table 2: Genetic variants associated with an increased risk of EH. Mutations and single nucleotide

polymorphisms significantly associated (p value< 0,05) with EH.

Mutations
Gene Mutation Location Ethnicity Ref.
Filggrin ROO1X Coding region European - African [17]
2282del4d [98]
Single nucleotide polymorphisms
Gene | Polymorphism | Rsnumber Location Ethnicity Ref.
rs3732923 Intron European-American
rs3954259 Promoter African -American
CLDN1 [65, 233]
rs9290927 | Downstream
rs893051 Intron
rs9290929 Promoter
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rs167769 Intron
rs841718 Intron
rs3024975 Intron .
STAT6 European - American [290]
rs703817 3’UTR
rs3024951
rs324013 Promoter
TSLP T/C rs2416259 | Downstream European - American [66]
G/T rs12516866| Promoter
rs
A/C Intron
IL7R / 10213865 European - American [66]
C/T rs1389832 Intron
T/C rs10058453 | Downstream
rs377552
rs809909
C/A rs7655371 Intron
rs6812958
A/T rs2797507 Intron
rs11132242 .
IRF2 G/A r<17488073 Intron European - American [291]
G/A rs3775543 Intron
C/A Intron
Intron
Intron
Exon
rs2069727 3’ UTR .
IFNG T/A European - American [292]
rs2430561 Intron
rs1327475 Intron )
IFNGR1 European - American [292]
rs10475655 Intron

Altered antimicrobial peptide production

When the epidermal barrier is disrupted, activation of the skin innate immune system prevents the
entry of pathogens in the organism. Among the effectors of innate immunity, AMPs are able not only
to directly kill bacteria or viruses but also to activate adaptive immunity [34, 117]. In human skin,
different AMPs contributing to antimicrobial defenses are produced: the cathelicidin LL-37, the
human B-defensins (hBD) 1-4, the psoriasin (S100A7) and the ribonuclease 7 (RNase 7) [34, 117].
Some are constitutively expressed in epithelial tissue such as LL-37, hBD-1, S100A7 and RNase 7,
whereas hBD-2, 3 and 4 are present at low levels in normal skin but can be strongly induced in

infectious or inflammatory conditions [34, 117]. B-defensins and LL-37 are known to exert an antiviral

activity against HSV [37, 255].
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In inflamed skin of AD patients, level of hBD-2, hBD-3, LL-37, Rnase 7 and S100A7 are slightly higher
than in healthy skin [117]. Nevertheless, their expression and production except for RNase 7 are
clearly lower in the skin of AD patients as compared to psoriatic skin [116-118]. These low AMP levels
in ADEH- patients may confer a higher risk for development of bacterial and viral infections such as

EH (Figure 22; [116, 245]).

LL-37. Previously, it has been shown that LL-37 contributes to control HSV skin infections. In human
keratinocytes infected with HSV-2 and then treated with exogenous LL-37, viral replication has been
significantly reduced [235]. In HSV-1-infected primary keratinocytes, the anti-HSV-1 activity of LL-37
appeared to be due to the potentiation of cellular antiviral defenses through the induction of
interferon stimulated gene expression [37]. In addition, the role of cathelicidin in HSV infections has
been tested in knockout (KO) mice for the gene encoding murine cathelicidin. In skin biopsies
collected from these mice, HSV-2 replication was significantly higher than in skin biopsies from wild
type (WT) mice suggesting that cathelicidin is involved in protection against HSV skin infections [235].
Level of LL-37 in ADEH+ patients in comparison with ADEH- patients has been studied using
immunostaining of biopsies from lesional skin [235]. A lower level of LL-37 in ADEH+ patients
compared to ADEH- patients has been observed suggesting that ADEH+ patients present exacerbated
cathelicidin deficit that could facilitate HSV replication [235]. In addition, a significant negative
correlation between cathelicidin expression and total serum IgE has been found in AD patients
suggesting that marked Th2 polarity reduces LL-37 induction during inflammation [235, 236]. In this
way, stronger reduction in skin cathelicidin expression may predispose patients with AD to develop

EH [235].

Human B-defensins. Defensins seem to have an antiviral activity against HSV through direct binding
to the viral envelope glycoproteins [34, 139]. In addition, hBD-3 is able to bind host cell receptors,
thereby avoiding virus-host cell interactions and preventing HSV attachment [39, 293]. In lesional
skin biopsies, lower expression of hBD-2 and hBD-3 has been found in ADEH+ patients than in ADEH-
patients [236]. As for LL-37, Th2 cytokines, especially IL-4 and IL-13 over-expression in AD,
contributes to the down-regulation of hBD-3 in keratinocytes [118]. In lesions of ADEH+ patients, the
levels of these cytokines were higher than in ADEH- patients, which may explain the exacerbated
hBD-3 deficit [236]. Consequently, defensins deficit in AD patients may also be a risk factor for the

development of HSV infections.
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Cytokine environment

In AD skin lesions, T-cell and dendritic cell infiltrates appear to trigger the production of cytokines
[94]. The cytokine profile of lesional skin is complex and depends on the phase of the disease and the
phenotypes of AD patients, which are heterogeneous [78]. AD is characterized by different types of
immune responses that can occur concomitantly. A Th2/Th22 polarization is predominant, covering
the whole disease spectrum with considerable cytokine activation and production during acute
disease [122, 294, 295]. This immune response is constituted of Th2 (IL-4, -13, -31) and Th22 (IL-22)
cytokines [78, 122, 295]. In chronic AD lesions, an increase of the Thl immune response appears [95,
122, 294]. An attenuated Th17 response and IL-17 production as compared to other inflammatory
diseases such as psoriasis is also found in chronic and acute AD [94, 122, 294, 295]. In addition, other
mediators such as IL-25, IL-33 and TSLP, which are known to promote Th2 responses, are
overexpressed in AD patients [78, 111, 296]. In contrast, IFN-y and type | IFNs, which have a crucial
role in the anti-viral defense, are downregulated in AD patients [111, 112, 133]. All these

modifications may contribute to the development of EH in AD patients (Figure 22).

IL-4, IL-13. As evocated in previous sections, IL-4 and IL-13, which are strongly expressed in AD, can
promote viral infections and EH development due to their contribution to FLG and AMP expression
deficit [99, 100, 118, 235]. Indeed, addition of IL-4 and IL-13 to keratinocytes was shown to
downregulate significantly filaggrin [99, 100] and hBD-3 expression [118]. These cytokines play also a
role in viral replication: in IL-4 and IL-13 pretreated keratinocytes, HSV-1 gene expression
considerably increased 24 hours post-infection [100]. IL-4 and IL-13 signaling pathways involve the
signal transducer and activator of transcription 6 (STAT-6). Genotyping of ten STAT-6 SNPs in Euro-
American populations has shown a significant association of three intronic STAT-6 SNPs with ADEH :
i.e. rs3024975, rs841718, rs167769 and one 3’-UTR SNP, rs703817 (Table 2; [290]). Two SNPs,
rs3024951 and rs324013, were associated with differential IFN-y production in HSV-stimulated
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from ADEH+ patients. Rs324013 was
simultaneously associated with an increased risk of ADEH+ and a reduced level of IFN-y [290]. These
results suggest involvement of STAT-6 SNPs in the regulation of IFN-y production, leading to the
development of EH. Finally, characterization of virus-specific T cell responses has revealed increased
of IL-4 secretion in HSV-1 stimulated cells from ADEH+ patients compared to healthy and ADEH-
patients corresponding to higher Th2 polarization in ADEH+ patients than in ADEH- patients [297].
Consequently, virus-specific T cells display a Th2 immune response that is exacerbated in ADEH+

patients, which may contribute to development of viral infections [297].
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IL-25. 1L-25 is an IL-17 cytokine produced by keratinocytes and mononuclear cells, overexpressed in
AD patients compared to healthy patients [121]. In addition to its role in the stimulation of Th2
differentiation, IL-25 is involved in the downregulation of FLG expression in keratinocytes alone or in
synergy with IL-4 and IL-13 [100, 121]. IL-25 treatment prior to HSV-1 infection have led to a
significant increase of viral replication in comparison to untreated cells [100]. This effect was
accentuated when keratinocytes were pretreated with a combination of IL-25, IL-4 and IL-13. These
findings suggest that IL-25, conjointly with IL-4 and IL-13, can promote HSV-1 replication in AD
patients [100]. However, contrary to IL-4 and IL-13, IL-25 did not inhibit LL-37 and hBD-3 expression
in HSV-1-infected keratinocytes, thereby highlighting a proviral effect independent of AMP
expression [100]. In FLG siRNA—-treated keratinocytes, no difference in HSV-1 gene expression was
noted in presence or absence of IL-25 suggesting that IL-25 enhances HSV-1 replication only by
inhibiting FLG expression [100]. Finally, IL-25 levels were found to be higher in skin biopsies of ADEH+
patients compared to ADEH- or healthy patients, suggesting that overexpression of IL-25 may also be

considered as a predisposing factor to EH [100].

TSLP. TSLP, an IL-7-like cytokine, is known to target DCs in order to induce Th2 cell differentiation and
to interact with skin-homing Th2 cells enhancing IL-4 production [66, 298]. TSLP acts by binding the
IL-7 receptor a-chain (IL-7Ra) and the TSLP receptor chain (TSLPR) [66, 298]. In AD patients, TSLPR
expression in CD4+ T cells was higher than in healthy and psoriatic patients [298]. In addition, it was
shown that treatment of CD4+ T cells with IL-4 increased TSLPR expression and that stimulation of
CD4+ T cells from ADEH- patients with TSLP increased production of IL-4 by about 30 % [298].
Consequently, a feedback loop mechanism between TSLP and IL-4 may be involved in AD through
potentiation of Th2 profile. Moreover, genotyping of 29 SNPs of TSLP, IL-7R and TSLPR in Euro-
American population has shown that two TSLP SNPs, rs1898671 and rs2416259 were significantly
associated with ADEH+ as well as four IL-7R SNPs namely rs12516866, rs10213865, rs1389832 and
rs10058453 (Table 2; [66]). Interestingly, TSLPR SNPs were associated with ADEH- but not necessarily
with ADEH+ [66]. TSLP SNP rs1898671 was even associated with a lower risk of ADEH+ [66]. These
results suggest that TSLP signaling pathway may be involved in EH. Moreover, in a mouse model of
EV, it was shown that in both primary and satellite lesions, VV dissemination to internal organs and
induction of skin inflammation was inhibited in TSLPR-deficient mice [126]. Similar results were
obtained in mice depleted for IL-33 receptor [126] suggesting that increased levels of TSLP and IL-33

in AD patients can contribute to the development of viral infections.

IFNs. IFNs play an important role in immune responses, activating antigen-presenting cells such as

DCs, macrophages, T and natural killer cells and promoting differenciation of T helper cells into Thl
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cells [255, 291, 299, 300]. Following activation of type | IFN by viruses, transcription of numerous
interferon-stimulated genes such as MX1, OAS1, BST2, PKR, involved in cell antiviral defenses, is
initiated [301]. IFNs play an antiviral effect against HSV-1 inhibiting viral replication [300]. Mikloska et
al. have shown a reduction of HSV-1 titer of about respectively 60 %, 50 % and 90 % using plaque
reduction assay, in skin explants preincubated with IFN-a, IFN-y, or both before infection [302]. In
another study, pretreatment of keratinocytes with IFN-y significantly decreased HSV-1 replication,
thereby confirming the major role of IFN-y in the antiviral defenses [100]. ADEH+ patients are
characterized by a deficit in antiviral IFN response [133, 139, 245, 292, 297]. Indeed, ADEH+ patients’
T cells stimulated with HSV-1 disclosed a significant reduction in the IFN-y response compared to
those from healthy patients [292, 297]. Moreover, the IFNy response reduction seemed to be more
accentuated in ADEH+ patients than in ADEH- patients [297]. In addition, the number of IFN-y
producing cells was lower in ADEH+ patients in comparison with ADEH- and healthy patients [297].
The lower expression of IFNs in EH may result from different causes. First, transcriptomic analysis
performed on HSV-1-infected PBMCs revealed pronounced downregulation of fifteen types | and IlI
IFN genes including IFN-a and type Il IFN IL-29, in ADEH+ patients compared to ADEH- patients [303].
Then, significant downregulation of IFN (a, B and w) receptor |, IFN-y and IFN-y receptors was also

found in ADEH+ patients [292].

Furthermore, the expression of interferon regulatory factors (IRF) 2, 3 and 7, transcription factors
regulating IFN expression and cellular antiviral response, was reduced in HSV-1 stimulated PBMCs
from ADEH+ patients compared to ADEH- and healthy patients [303] and IRF2 gene expression was
reduced in skin biopsies of ADEH+ patients compared to ADEH- and healthy patients [291]. IRF3 and
IRF7 pathways involve ankyrin repeat domain 1 (ANKRD1) as a binding partner [304] and it has been
reported that silencing ANKRD1 in DCs caused a significant decrease in IL-29 and IFN-B gene
expression, suggesting involvment of ANKRD1 in the type | and Il IFN pathways especially in the IRF3
pathway [304]. However, ANKRD1 expression in HSV-1 infected PBMCs was lower in ADEH+ patients
compared to ADEH- patients suggesting that this downregulation may contribute to reduced IFN
levels in ADEH+ patients [304]. Otherwise, the association between IFN-y and IFN-y receptor 1 gene
variants and ADEH+ patients has been also tested (Table 2; [292]) showing that two IFN-y SNPs,
rs2069727 and rs2430561 were significantly associated with lower IFN-y production following HSV
infection [292]. In addition, IFN y receptor 1 SNPs, rs1327475 and rs10457655, had a stronger
association with ADEH+ and may increase the risk of developing viral infections [292]. Finally, genetic
variants of IRF2 found in North American populations should also be considered as a risk factor [291]
as several IRF2 SNPs such as rs3775543, rs377552, rs809909, rs7655371, rs6812958, rs2797507,

rs11132242 and rs17488073 were associated with an increased risk of ADEH+ (Table 2; [291]).
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On the other hand, a large amount of IFN-a and IFN-B may be produced by plasmacytoid DCs (pDCs)
in viral infection [120]. However, flow cytometry analyses has shown that pDCs are almost missing in
AD lesions [120]. The lack of pDCs, potentially worsened by Th2 cytokines in ADEH- patients, could
impair the production of IFN-a and IFN-B and, finally, may predispose to EH [120, 245]. Moreover,
increased mRNA level of the suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1), a protein, which negatively
regulates IFN activity, has been shown in HSV-1 infected keratinocytes and represents a mechanism
of viral immune evasion [305]. Unlike in skin biopsies from psoriasis patients, where an elevated IL-29
expression has been found, skin biopsies from AD patients did not express IL-29 [306]. As IL-29 has
been shown to be involved in the expression of antiviral proteins such as MX1, BST2, ISG15 and
OAS2, this finding could explain the low expression of these proteins in AD patients [306]. Finally, in
keratinocytes and reconstructed epidermis infected by HSV-1, addition of IL-29 decreased infection
in a dose-dependant manner [306]. Taken together, these studies indicate that IFN deficits in AD

patients reduce antiviral defense and may be considered as a risk factor for the development of EH.

Defects in immune cells

Various immune cells, such as LCs, NK cells, DCs, T cells, mast cells, eosinophils and macrophages are
found in inflammatory skin of ADEH- patients [111] but some of their functions are disrupted [112].
This is the case with the inflammatory DCs and LCs present in lesional skin, which negatively regulate
T cells functions and thus contributing to lower antiviral defenses [59, 111, 238]. Moreover, number
of NK cells is reduced compared to healthy patients and remaining cells are functionally defective
[112]. Finally, in skin lesions of ADEH- patients, the number of Tregs is increased [59]. All these

dysfunctions found in AD patients may be considered as predisposing factors to EH (Figure 22).

Dendritic cells. DCs are antigen-presenting cells involved in primary and secondary adaptive immune
responses. Skin DCs include LCs, pDCs and inflammatory epidermal DCs that are important in antiviral
defense mechanisms [112, 120, 238]. In addition to their role with regard to T cells function
regulation and cytokine production, DCs contribute to the production of indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), a catabolizing enzyme of tryptophan (TRP) in the kynurenine pathway. At low
level, the IDO activity has a crucial role during viral infection with an ability to inhibit HSV-2
replication [307]. Nevertheless, high IDO1 activity degrades TRP to a critical level in T cells, leading to
an inhibition of their proliferation and consequently a reduced production of IFN-y [238, 307]. In
ADEH+ patients, IDO activity in serum was significantly higher than in serum of ADEH- and healthy
patients [238]. IDO1 can be produced by different cells such as pDCs, monocytes and LCs. Flow
cytometry analyses performed on each of these cells has identified mature LCs as the major source of

IDO-1 in ADEH+ patients [238]. This overexpression of IDO1 may be caused by viruses. LCs stimulated
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with Poly I:C to mimic viral infection have exhibited increased IDO1 expression and activity, a
phenomenon exacerbated in LCs from ADEH+ patients compared to those from ADEH- and healthy
patients [238]. This result suggests that exacerbated IDO1 expression and activity in LCs due to HSV
exposure might be involved in the lack of IFN-y and might finally function as a predictive biomarker

of viral complications in AD [238].

Natural killer cells. NK cells, actors of innate immune system, represent about 10-15 % of peripheral
blood lymphocytes and are major actors in the defense against HSV infections due to their ability to
lyse infected cells by producing secretory lysosomes containing cytotoxic proteins, especially
granzymes B and perforin [112, 308]. NK cells depleted mice infected with HSV-1 presented earlier
and more severe skin lesions and higher mortality rate compared to WT mice, underlining the major
role of NK cells in limiting HSV infections [309]. It has been shown that the number of NK cells is
significantly reduced in AD patients compared to healthy patients and the reduction was exacerbated
in ADEH+ patients [112, 245, 310]. However, in a murine model of EH, no difference in mature
cytolytic NK cell number was found between EH mice and WT mice, infected or not with HSV-1 [311].
However, the number of NK cells producing granzyme B, perforin and IFN-y was markedly reduced
after HSV-1 infection in EH mice compared to WT mice, suggesting that in case of HSV-1 infection, NK
cells expressed fewer effector molecules [311]. It has also been shown that transfer of NK cells in EH
mice prior to HSV-1 infection reduced the severity of EH [311]. Consequently, defective NK cell

activity may increase the EH severity and could be a predisposing factor for EH.

Regulatory T cells. Regulatory T cells (Tregs), a population of CD4" T cells, are usually characterized
by expression of the alpha-chain of the IL-2 receptor (CD25) and the transcription factor Foxp3 and
have an immune suppressive role on effector T cells [59, 237]. It has been shown in HSV-infected
mice that a depletion of Tregs may lead to an increase of CD8" and CD4'T cell responses, cytotoxicity
against HSV and expression of IFN-y and granzyme B [237]. This depletion also reduces the viral titer
of HSV in brain and lymph nodes [237]. Consequently, Tregs seem to be able to suppress adaptive
immune responses established by CD4"and CD8" T effector cells against HSV infection. In addition,
flow cytometry analyses performed in PBMCs from ADEH+ patients showed that all the Tregs subsets
tested were present in a considerably higher concentration than in ADEH- and healthy patients [239].
Moreover, co-culture of Tregs from ADEH+ patients and CD4+ effector T cells caused an inhibition of
effector T cell proliferation in comparison with culture of effector T cells alone [239]. Regarding the
increase of Tregs frequency and the preservation of normal function, the same results were obtained
in EH mice [311]. Consequently, Tregs in ADEH+ patients retained their ability to suppress the activity

of effector T cells. A cytokine expression analysis performed on lymphocyte subsets demonstrated an
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impairment in IFN-y and TNF-a production by CD8" T, CD4" T and CD56" NK cells in ADEH+ patients
[239]. Then, PBMCs depleted of Tregs and infected with HSV-1 let restore the production of IFN-y by
CD8" and CD4'T cells [239]. Taken together, these results suggest that expansion of functional Tregs
could promote HSV-1 infection by inhibiting immune responses and be involved in the development

of EH.
Consequences of current AD therapies on the occurrence of EH

AD may be managed using different treatments including topical calcineurin inhibitors [78, 91].
Topical calcineurin inhibitors are immunomodulators represented by pimecrolimus, an ascomycin
macrolactam derivate, that suppresses production of pro-inflammatory mediators by activated T
cells and by tacrolimus, a macrolide molecule that inhibits T cell activation [240, 312]. Study of the
efficacy and safety of pimecrolimus (12.4 %) showed a slight increase of viral infection in the group of
ADEH- patients (with moderate AD) treated with pimecrolimus compared the group of ADEH-
patients treated with a conventional treatment control using emollients and topical corticosteroids
(6.3 %) [313]. In the same study, EH appeared in 2.1 % of patients in the group treated with
pimecrolimus compared to 0.8 % in the control group suggesting a role of pimecrolimus in the
development of EH [313]. Similarly, six cases (2 %) of EH were reported among 316 patients with
moderate to severe AD treated with 0.1 % of tacrolimus, a finding suggesting that this drug might be
a risk factor for EH [314]. In addition, several clinical cases in the literature have reported EH
development during therapies using one of these molecules. For example, two patients with severe
AD, in a cohort of 36 patients followed, presented with disseminated herpetic lesions following
treatment with tacrolimus [312]. Likewise, after one year of treatment with 1 % pimecrolimus,
patients can developed widespread herpetic vesicles positive for HSV-1 [240]. Overall, topical
calcineurin inhibitors are suspected to have a role in the development of viral infections but the
available data are insufficient to claim or disprove an association between treatment and an
increased risk of EH [240, 312]. Conversely, another study reported that less than 1% of patients
treated with tacrolimus ointment monotherapy were diagnosed as having EH [315] and similar
results were obtained in a cohort excluding patients with EH history [316]. Despite their beneficial
role in the repair of the skin barrier function of AD patients, it cannot be excluded that these
immunosuppressive treatments may alter skin antiviral defenses in some cases. In contrast,
association between cyclosporin, another immunosuppressor, and infectious diseases in AD has been
tested but no significant difference between treated and untreated patients has been found [317].
Lastly, no association between Dupilimab, a monoclonal antibody targeting IL-4 and IL-13 receptor,

and EH has been proven [241].
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Influence of microbiota in HSV-1 infection

An important parameter to take account in EH outbreak concerns skin microbiota. Skin microbiota is
composed of a rich community of microorganisms whose abundance and composition change
according to individuals, ecologic features of each specific body site and environment [13]. In spite of
possible spatial and temporal fluctuations, four phyla are dominant: Actinobacteria, Proteobacteria,
Bacteriodetes and Firmicutes. Three genders, Staphylococcus (Firmicutes), Corynebacterium
(Actinobacteria) and Propionibacterium (Actinobacteria) represent more than 60 % of skin-associated
bacteria [14, 48]. Commensal bacteria such as Staphylococcus epidermidis and Propionibacterium
spp. are essential in normal skin because of their contribution to the regulation of skin immunity,
controlling AMP production, neutrophil recruitment and defense against pathogens [13, 132].

However, AD patients are characterized by a skin microbiota dysbiosis [135].

Dysbiosis of skin microbiota in AD patients. Skin microbiome dysbiosis has been associated with AD
and correlated with disease severity [59, 132, 135, 137]. Sequencing of skin samples from ADEH- and
healthy patients showed decreased bacterial diversity in AD lesions [135]. In the antecubital and
popliteal creases of ADEH- patients the genus Staphylococcus represented about 90 % of bacteria
during untreated flares compared to only 16 % of bacteria in healthy patients, 31 % in treated flares
and 20 % post flare [135]. S. aureus was the most predominant species in AD representing 65 % in
untreated flares [135]. Thus, dysbiosis of the skin microbiome in AD may have an important role
during viral infection and in the emergence of EH. Indeed, it has been shown that a dysbiosis of
microbiota led to a more severe HSV-2 infection, thereby illustrating the crucial role of commensal
microbiota in viral infections [318]. Moreover, S. aureus is responsible for severe skin infections in
ADEH- patients due to the huge amount of virulence factors produced and may be related to an

increased risk of viral infections (Figure 22; [132, 242]).

Role of S. aureus in viral infections. Among S. aureus virulence factors, the pore-forming a-toxin is
one of the most virulent insofar as it can provoke alteration of cell membrane integrity, activation of
stress-signaling pathways, loss of cellular components, modification of ion gradients and
concentration-dependent cell lysis [242, 319]. Interestingly, 24 h treatment of keratinocytes with a-
toxin before HSV-1 infection increased viral replication, a phenomenon, which was not observed
using staphylococcal enterotoxin B or Toxic shock syndrome toxin 1 [242]. Co-infection of
keratinocytes with a-toxin-deficient strain of S. aureus and HSV-1 resulted in a significantly lower
viral load than co-infection with a WT bacterial strain, thereby confirming the role of a-toxin in viral
replication [242]. The effect of a-toxin on viral infection seems to depend on the disintegrin and
metalloprotease 10 (ADAM10) receptor of a-toxin. Indeed, siRNA silencing of ADAMI10 gene
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expression in keratinocytes has been shown to prevent formation of a-toxin heptamer, with no
increase of viral load compared to controls [242]. This result was confirmed using a mutated a-toxin
deficient in pore-formation, which was not able to enhance HSV-1 replication in keratinocytes [242].
The mechanisms responsible for the enhancement of viral replication by a-toxin did not involve
modulation of expression of virus receptor genes, antiviral response genes or antimicrobial peptide
genes [242]. It was shown that a-toxin acts by promoting HSV-1 entry into keratinocytes and

consequently contributes to the development of EH in AD patients [242].

Nevertheless, S. aureus produces other virulence factors, especially phenol-soluble modulins (PSMs),
which are also able to form pores in cell membrane [132]. One of them, the §-toxin or PSM-y has an
important role in the physiopathology of AD triggering Th2 response [132, 209]. In addition, 6-toxin
was found in a huge amount in AD lesions infected by S. aureus [209]. Similarly, PSMa is able to
induce the death of keratinocytes and trigger the production of inflammatory cytokines [178]. Taking
into account the role of a-toxin in EH and of PSMs in AD, PSMs might also have a role in viral

infection and should be studied in EH.

CONCLUSION

Because of the different modifications of the skin that occur in AD such as impairment of barrier
function, alteration in innate and adaptive immunity, dysbiosis of skin microbiota and colonization of
lesions by S. aureus, AD patients have a higher risk of disseminated viral infections, particularly
caused by HSV-1 so called EH. Indeed, all these modifications promote entry, replication and
propagation of viruses and contribute to the development of EH. EH may lead to dramatic outcomes
in case of dissemination throughout the organism, including the death of the patient. This is why it is
crucial to diagnose this infection early upon the appearance of the first symptoms and initiate
treatment as soon as possible. Nowadays, pathophysiology of EH remains poorly known. While
several factors such as cytokine and genetic defects seem to potentiate HSV replication,
complementary studies are required to better understand the mechanisms involved. Moreover, HSV
seems to interact with pathogens especially S. aureus, which is known to amplify viral replication
through virulence factors. That much said, many of the virulence factors of S. aureus and its
interactions with other bacterial species have yet to be studied. The elucidation of new mechanisms

involved in EH may open the way to the development of new therapeutic approaches.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Ce projet de thése s’inscrit dans I'axe infection du Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et
Cytokines (LITEC, EA-4331) qui vise a mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans les infections cutanées bactériennes et virales, en particulier dans le contexte de
pathologies inflammatoires telles que la dermatite atopique (DA). En effet, les patients atteints de
DA sont tres fortement colonisés par S. aureus et peuvent voir apparaitre des infections virales
notamment provoquées par le virus HSV-1. Cependant, les mécanismes physiopathologiques qui
président aux surinfections herpétiques sont assez peu connus, en particulier le role des facteurs de
virulence de S. aureus dans la réponse inflammatoire cutanée et les surinfections herpétiques de la

DA.

Ainsi, ce projet de these s’est focalisé sur une catégorie particuliere de toxines sécrétées par S.
aureus, les toxines phénol-solubles modulines (PSMs), identifiées au cours des années 2000 et
suspectées d’étre un des facteurs de virulence majeur de S. aureus. Notre premier objectif a été
d’évaluer le role des PSMs dans I'induction de la réponse inflammatoire cutanée afin d’identifier un
potentiel role dans I'exacerbation de la DA. Par la suite, le deuxieme objectif a été d’étudier
I'interaction entre les PSMs et le virus HSV-1 sur les mémes modeles, in vitro et ex vivo, dans le but

de déterminer I'influence potentielle des PSMs lors des complications herpétiques.

En parallele, le troisieme objectif était centré sur I'environnement cytokinique associé a la DA. En
effet, de nombreuses études ont mis en évidence que la surexpression de certaines cytokines pouvait
avoir de nombreux impacts sur la physiopathologie de la DA dont les complications herpétiques.
Nous avons donc étudié I'influence de 3 combinaisons de cytokines sur la réplication de 'HSV-1 dans
le but d’identifier un environnement inflammatoire susceptible de favoriser la survenue de I'eczéma

herpétisé (EH).

Enfin, le dernier objectif a été de caractériser I'activité antivirale de différents peptides
antimicrobiens (PAMs) naturels sur le virus HSV-1 afin de trouver une alternative thérapeutique a
I"acyclovir qui fait aujourd’hui I'objet de résistances virologiques. Les différents PAMs étudiés

provenaient d’animaux tels que le rat taupe glabre et le python birman.

Pour atteindre ces objectifs, nos travaux ont reposé sur des modeles in vitro de cultures en
monocouche de kératinocytes et de fibroblastes primaires humains mais également sur un modele

ex vivo, innovant, d’explants de peau humaine développé au cours de ce projet de these.

83



MATERIELS & METHODES

Bactériologie

Toutes les informations liées a 'origine des souches de S. aureus, de la PSMa3 synthétique, ainsi
gu’aux méthodes de culture et de purification des PSMs, sont détaillées dans I'article
« Staphylococcus aureus Phenol-Soluble Modulins promote inflammatory response in human
epidermis: a potential role in atopic dermatitis exacerbation » présenté dans le chapitre 1, partie I.1

des résultats.

Culture cellulaire

I. Prélevement de peau humaine

L'utilisation de prélevements de peau humaine a été approuvée par le comité d’éthique de I'hopital
de Poitiers. Un consentement écrit, en accord avec la Déclaration d’Helsinki, a été signé par tous les
donneurs. Des prélevements de peau abdominale ou mammaire, provenant de patients ayant subi
une opération de chirurgie plastique, ont été utilisés afin d’isoler les kératinocytes primaires

humains, les fibroblastes primaires humains ou encore des explants de peau ex vivo.

Il. Isolement de kératinocytes primaires humains

Toutes les étapes permettant l'isolement des kératinocytes primaires humains a partir de
prélevements de peau sont détaillées dans I'article « Staphylococcus aureus Phenol-Soluble Modulins
promote inflammatory response in human epidermis: a potential role in atopic dermatitis

exacerbation » présenté dans le chapitre 1, partie I.1 des résultats (Figure 23).
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1. Prélévement opératoire 2. Elimination de I’hypoderme 3. Disso'ciation du derme
et de I'épiderme semaine de culture

Figure 23 : Isolement de kératinocytes primaires humain a partir de prélevement de peau. Apres réception du
prélevement opératoire (1), I’hypoderme a été éliminé dans sa totalité et le derme en partie (2). L'épiderme et
le derme restant ont alors été placés dans une solution de Dispase Il a 2,5 unité/mL toute la nuit a 4°C (3). Le
lendemain, I'épiderme a été décollé du derme et les kératinocytes ont été dissociés par |'action de 0,25 % de
trypsine-EDTA avant d’étre ensemencés, en flasque T150, 4 une densité de 10’ cellules. Lorsque les
kératinocytes formaient un tapis cellulaire représentant environ 80 % de confluence (4), ils ont été décollés et

congelés.

Ill. Isolement de fibroblastes primaires humains

Aprés dissociation du derme et de I'épiderme par la solution de dispase Il (Life Technologies), le
derme a été découpé en petits carrés directement déposés dans une plaque de 6 puits. Une lamelle
de verre a été ajoutée par-dessus afin de les maintenir en contact avec le fond de la plaque et
permettre ainsi la croissance des fibroblastes. lls ont ensuite été cultivés avec 3 mL de Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) supplémenté par 10 % de sérum de veau foetal (SVF, Gibco)
et 20 mg/mL de gentamicine (Panpharma). Les cultures ont été incubées a 37 °C dans une
atmosphere humide sous 5 % de CO, jusqu’a ce que les fibroblastes forment un tapis confluant au
fond du puits. Une fois la confluence atteinte, les cellules ont été rincées avec un tampon phosphate
salin (PBS, Gibco) puis, ont été décollées avec 0,05 % de trypsine-EDTA (Gibco) et ont été congelées
dans un milieu de congélation composé de 80 % de SVF et 20 % de diméthylsulfoxyde (DMSO, Sigma-
Aldrich).

IV. Culture d’explants ex vivo

Les prélévements issus de peau abdominale ont été découpés a I'aide d’'un dermatome afin d’obtenir
un prélevement de 4 mm d’épaisseur. Des biopsies de 8 mm de diametre ont ensuite été réalisées et
ont été mises en culture sur des filtres en Nylon de 500 um de diameétre (Sefar) en plaques de 12
puits (Figure 24). Les explants ont été cultivés dans du DMEM supplémenté par 10 % de SVF et 1 %
de pénicilline-streptomycine (Gibco) et ont été incubés a 37 °C dans une atmosphére humide avec 5

% de CO..
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Figure 24 : Mise en culture d’'un modéle ex vivo d’explant de peau humaine. A partir d’'un prélevement de
peau abdominale, d’'une épaisseur de 4 mm, obtenu grace a un dermatome, des biopsies de 8 mm ont été
réalisées. Elles ont ensuite été déposées sur une grille de Nylon de 500 um de diametre, qui a été placée a

I'interface avec le milieu de culture.

V. Test de viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été mesurée par un test impliquant la bioréduction des sels de tétrazolium XTT
grace a la production de NADPH par les cellules vivantes. Pour ces tests, 5x10* kératinocytes ont été
ensemencés en plaque de 96 puits dans 100 pL de Keratinocyte Serum Free Medium (K-SFM, Gibco)
supplémenté avec 25 pg/mL d’extrait pituitaire bovin (EP, Gibco) et 0,25 ng/mL de facteur de
croissance épidermique (EGF, Gibco) pendant 24 h. Les fibroblastes ont été ensemencés a 10°
cellules par puits en plaque de 96 puits et ont été cultivés dans 100 uL de DMEM supplémenté par 10
% de SVF et 15 pg/mL de gentamicine. Par la suite, les cellules ont été sevrées en remplagant le
milieu par du K-SFM seul ou du DMEM supplémenté par 1 % de SVF. Les cellules ont été incubées
pendant 24 h en présence ou en absence de différentes concentrations (en triplicat) (i) de la PSMa3
synthétique et des PSMs purifiées aux concentrations de 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM et 4 uM, ou
(ii) des sécrétomes des 3 souches de S. aureus a 1 %, 2 %, 5 %, 7,5 % et 10 % V/V pour les
kératinocytes, et jusqu’a 20 % pour les fibroblastes ou (iii) des peptides HG-Cath et PB-Cath aux
concentrations de 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL et 40 pg/mL puis le test utilisant le kit « Cell
proliferation kit Il » (XTT, Roche) a été réalisé selon les recommandations du fournisseur. Les densités
optiques ont ensuite été mesurées a 492 nm avec une correction a 620 nm par un lecteur de plaque

(Tecan infinite F50, Tecan,).

Afin de confirmer les toxicités observées lors du test XTT, un dosage de la lactate déshydrogénase
(LDH) a été réalisé pour certaines conditions. Dans ce cas, les kératinocytes ont été ensemencés a
2x10’ cellules par puits en plaques de 24 puits dans 1 mL de K-SFM supplémenté par 25 pug/mL d’EP

et 0,25 ng/mL d’EGF pendant 24 h. Par la suite, les cellules ont été sevrées en remplagant le milieu
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par du K-SFM seul. Les cellules ont été incubées pendant 24 h en présence ou en absence de
différentes concentrations (en duplicat) (i) de la PSMa3 synthétique et de PSMs purifiées aux
concentrations de 0,25 pM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM et 4 uM, (ii) des sécrétomes des 3 souches de S.
aureus a 1 et 5 % V/V ou (iii) des peptides HG-Cath et PB-Cath aux concentrations de 5 ug/mL, 10
pg/mL et 20 pg/mL. Les 500 pL de surnageants ont alors été récupérés et mélangés a 500 plL de PBS-
0,1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich). Les nappes cellulaires ont été lysées dans 1 mL de PBS-0,1 %
Triton X-100 avant d’étre soniquées pendant 30 s et centrifugées. La LDH contenue dans les
surnageants et les lysats cellulaires a été mesurée avec I'automate Cobas® (Roche). Le pourcentage
de LDH relarguée est calculé en faisant le rapport entre la LDH contenue dans les surnageants et la

LDH totale mesurée dans les surnageants et les nappes cellulaires.

VI. Stimulation par les PSMs et les sécrétomes de S. aureus

Pour ces expériences, les kératinocytes ont été ensemencés a 2x10° cellules par puits en plaque de
24 puits dans 1 mL de K-SFM supplémenté avec 25 pg/mL d’EP et 0,25 ng/mL d’EGF pendant 24 h
avant d’étre sevrés avec du K-SFM seul. Les fibroblastes ont été ensemencés a 5x10* cellules par
puits en plague de 24 puits dans du DMEM supplémenté par 10 % de SVF et 15 pg/mL de
gentamycine pendant 24 h avant d’étre sevrés par du DMEM supplémenté par 1 % de SVF. Les
explants ont été cultivés dans du DMEM supplémenté par 10 % de SVF et 1 % de pénicilline-
streptomycine. Les cellules en monocouches ont été exposées pendant 3 h ou 24 h a différentes
concentrations de la PSMa3 synthétique, des PSMs purifiées, ou des sécrétomes des 3 souches de S.
aureus. Les explants ont été stimulés pendant 24 h par 20 pL de chacun des sécrétomes, ajoutés dans
un volume final de 500 puL de milieu (stimulation de la couche basale), ou déposés sur un disque a la
surface de I'explant (stimulation topique) (Figure 25). Les voies de signalisation en réponse aux PSMs
ont été étudiées dans les kératinocytes en utilisant le WRW4, un antagoniste du FPR2 (10 uM, Tocris
Biosciences), un anticorps monoclonal neutralisant, anti-TLR2 humain (TLR2 IgA2, 10 uM, Invivogen),
et I'inhibiteur de la protéine MyD88 Pepinh-MYD et son contrble Pepinh contréle (5 uM, Invivogen).
Pour les kératinocytes et fibroblastes stimulés par la PSMa3 synthétique, les PSMs purifiées ou les
sécrétomes des 3 souches de S. aureus, les surnageants ont été collectés et conservés a -80 °C
jusqu’a leur utilisation. Les nappes cellulaires ont été lysées avec 350 pL de tampon RA1 du kit
d’extraction d’ARN NucleoSpin® (Macherey & Nagel) supplémenté par 3,5 pL de B-mercaptoéthanol
(Sigma-Aldrich). Les explants ont, quant a eux, été lysés dans 1 mL de tampon RA1 contenant 300 mg
de billes de verre, de diamétre inférieur a 106 um, suivi de 4 cycles de 20 s a 8500 rpm en utilisant
I’'homogénéiseur de tissus Cryolys (Bertin technologies). L'ensemble des lysats cellulaires ont été
conservés a -80 °C jusqu’a I'extraction.
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Figure 25 : Stimulation du modéle ex vivo d’explant de peau humaine. Deux types de stimulation ont été
réalisés sur les explants. La couche cornée a été stimulée par ajout des toxines ou du virus sur un disque de
papier, déposé sur le dessus de I'explant. La couche basale a été stimulée par ajout des toxines ou des

cytokines directement dans le milieu de culture.

VII. Stimulation par les cytokines

Pour ces expériences, les kératinocytes ont été ensemencés a 2x10° cellules par puits en plaque de
24 puits dans 1 mL de K-SFM supplémenté avec 25 pug/mL d’EP et 0,25 ng/mL d’EGF pendant 24 h. lls
ont ensuite été sevrés avec du K-SFM seul avant d’étre stimulés. Les cytokines utilisées IL-14, IL-13,
IL-22 (R&D system), TNF-a, IL-25, IL-33 et TSLP (Peprotech) ont toutes été reconstituées a 10 pug/mL
dans du PBS stérile supplémenté par 0,1 % d’albumine de sérum bovin, et ont été conservées a -80 °C
jusqu’a utilisation. Les stimulations ont été réalisées avec 3 combinaisons de cytokines : (i) IL-4 + IL-
13 + TNF-a + IL-22, (ii) IL-4 + IL-13 + IL-25 et (iii) IL-25 + IL-33 + TSLP. Chacune des cytokines a été
ajoutée a 10 ng/mL pendant 24 h dans un volume final de 500 pL de K-SFM seul, pour les
kératinocytes en monocouche, ou de DMEM supplémenté par 10 % de SVF et par 1 % de pénicilline-

streptomycine, pour les explants.

VIIl. Stimulation par les peptides HG-Cath et PB-Cath

L'origine des peptides HG-Cath et PB-Cath et le protocole de stimulation des kératinocytes sont
détaillés dans l'article « Characterization of anti-viral activity of cathelicidin from naked mole rats
(HG-Cath) and Python bivittatus (PB-Cath) on human herpes simplex 1 » présenté au chapitre 2

partie Il des résultats.
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Virologie

I. Souches de virus HSV-1 utilisées et production

Les infections de cellules en monocouche ont été réalisées avec la souche HSV-1 (ATCC® VR260™)
dont la solution stock présentait un titre de 10°°° dose infectieuse en culture de tissu (TCID)sp par mL.
Les infections d’explants ont été réalisées avec la souche recombinante HSV-1 GFP H123772 fournie
par le département de biologie moléculaire de I'université de Princeton aux USA [320] a partir d’une
suspension stock titrée a 10°’® TCIDs,/mL. En effet, I'utilisation de cette souche, au titre plus élevé, a
permis une infection topique des explants avec une quantité de virus plus importante qu’en utilisant
la souche HSV-1 ATCC®. De plus, le virus étant GFP, il permettait une localisation de I'infection dans
les explants plus facile, par immunofluorescence. Les deux suspensions stock de virus ont été
produites de la méme maniére, par amplification de la souche virale sur des cellules Vero (ATCC®
CCL-81) en monocouche en suivant le protocole décrit dans I'article « Characterization of anti-viral
activity of cathelicidin from naked mole rats (HG-Cath) and Python bivittatus (PB-Cath) on human

herpes simplex 1 » présenté au chapitre 2 partie Il des résultats.

Il. Infection des cellules en monocouche et des explants

Aprés stimulation par les PSMs, les sécrétomes, les cytokines ou les peptides HG-Cath et PB-Cath, les
kératinocytes et les fibroblastes ont été infectés par le virus HSV-1 ATCC® VR260™ a une MOI de 0,1
TCIDsp par cellule pendant 24 h ou 48 h. Les explants ont été infectés par 20 pL du virus HSV-1 GFP
H123772 (correspondant a 1,6x10° particules de virus) déposés sur un disque a la surface de I'explant
pendant 24 h, 48 h ou 72 h. Par la suite, 100 uL de surnageant de culture ont été ajoutés a 500 pL de
tampon de lyse NucliSENS ® (BioMerieux) et 400 pL ont été conservés a -80 °C jusqu’a utilisation. Les
nappes cellulaires ont été lysées dans 600 uL de tampon NucliSENS ©®. Les explants ont été lysés en
utilisant 1 mL de tampon de lyse additionné de 300 mg de billes de verre, de diamétre inférieur a 106
pum (Sigma-Aldrich), suivi de 4 cycles de 20 s a 8500 rpm en utilisant 'homogénéiseur de tissus

Cryolys (Bertin technologies). Les lysats cellulaires ont été conservés a -80 °C jusqu’a I’extraction.

Ill. Titrage sur cellules Vero

Afin de déterminer si les PSMs et les peptides HG-Cath et PB-Cath ont une action directe sur le virus
HSV-1, les particules virales ont été incubées en présence de la PSMa3 synthétique a 1 uM ou des
peptides HG-Cath (10 et 20 pg/mL) et PB-Cath (10 pg/mL) pendant 1 h a 37 °C dans une atmosphére

humide avec 5 % de CO,. Les suspensions ont ensuite été diluées de 10" & 10° dans du DMEM
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supplémenté par 2 % de SVF puis 100 pL de chaque dilution ont été déposés dans une colonne de 6
puits contenant 2500 cellules Vero. Les cellules ont été incubées 5 jours a 37 °C dans une atmosphere
humide avec 5 % de CO,. Les plaques ont ensuite été lues et tous les puits ou les cellules présentaient
un effet cytopathique ont été considérés comme positifs. Le titre de chaque suspension a été calculé

en utilisant la méthode de Karber afin de déterminer la TCIDs, (Figure 26).
/ °
2. Dilution 101 3. Incubation sur
’ ai1o0° —  cellules Vero —

1. Pré-incubation du virus 4, Détermination de
avec la toxines ou les I'effet cytopathique
peptides 1 ha37°C

Figure 26 : Titrage de I'activité directe de la PSMa3 synthétique ou des peptides sur cellules Vero. La PSMa3
synthétique et les peptides ont été incubés en présence du virus HSV-1 pendant 1 h a 37 °C (1). Des dilutions en
cascade de 10-1 a 10-9 ont été réalisées (2) et 100 uL de chaque dilution ont été déposés dans 6 puits
contenant 2500 cellules Vero (3). Aprés 5 jours, les puits présentant un effet cytopatique ont été considérés
positifs. Le titre a été calculé selon la méthode de Karber puis comparé au titre de la suspension virale seule,

traité dans les mémes conditions.

Biologie moléculaire

I. Extraction des acides nucléiques

Afin d’étudier la réponse inflammatoire des kératinocytes et des fibroblastes a la stimulation par les
PSMs, les sécrétomes des 3 souches de S. aureus, ou les peptides HG-Cath et PB-Cath, I’ARN total a
été extrait en utilisant les recommandations du kit d’extraction d’ARN NucleoSpin® (Macherey &
Nagel). Les concentrations en ARN et la pureté de I'échantillon ont été évaluées en utilisant le

spectrophotomeétre Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Le virus HSV-1, étant un virus a ADN, sa quantification nécessite I’extraction de ’ADN en complément
de I’ARN nécessaire aux analyses transcriptomiques. Pour cela, les surnageants infectés et les nappes
cellulaires lysées ont été extraits, selon les recommandations du fournisseur, sur I'automate MagNA
Pure Compact System (Roche). Les concentrations en acides nucléiques totaux et la pureté de
I’échantillon ont été évaluées en utilisant le spectrophotomeétre Nanodrop 2000.
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. DNAse et Transcription inverse

Pour les extraits contenant les acides nucléiques totaux, I’ADN a été dégradé dans une fraction de 20
puL en utilisant le kit DNA-free (Invitrogen) et en suivant le protocole du fournisseur. Ensuite, la
réverse transcription a été réalisée a partir d’1 pug de cette fraction ou des extraits contenant
uniquement I’ARN en utilisant le kit SuperScript Il (Invitrogen). Les ADNc obtenus ont été dilués au

1/10°™ dans de I'eau ultrapure et ont été conservés a 4 °C avant utilisation.

1.  PCR quantitative en temps réel

La quantification de I’ADN viral de I'HSV-1 a été réalisée a partir des extraits d’acides nucléiques
totaux par gPCR en ciblant le géne Unit-Long (UL) 30 qui code I’ADN polymérase. Le protocole utilisé
est décrit dans l'article « Characterization of anti-viral activity of cathelicidin from naked mole rats
(HG-Cath) and Python bivittatus (PB-Cath) on human herpes simplex 1” présenté au chapitre 2 partie

Il des résultats.

Les analyses transcriptomiques dans les kératinocytes et les fibroblastes ont été réalisées par PCR
quantitative en temps réel (RT-qPCR) a partir des ADNc générés a la suite de la transcription inverse
des ARN cellulaires totaux. Le protocole utilisé est décrit dans l'article « Staphylococcus aureus
Phenol-Soluble Modulins promote inflammatory response in human epidermis: a potential role in
atopic dermatitis exacerbation » présenté au chapitre 1 partie I.1 des résultats. Les résultats ont été
exprimés en expression relative de I’ARNm dans les cellules stimulées par rapport aux cellules

controles.

Les séquences des couples d’amorces utilisés pour I'analyse de I'expression des génes de la réponse
inflammatoire et antivirale, a savoir CCL20, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCLS, IFIT2, IL-1a, IL-1B, IL-
36y, MX1, TNF-a et Viperin, ainsi que, des 2 genes de ménage G3pdh et RPS28, sont listées dans
I'article « Staphylococcus aureus Phenol-Soluble Modulins promote inflammatory response in human
epidermis: a potential role in atopic dermatitis exacerbation » présenté au chapitre 1 partie I.1 des
résultats (Tableau 5) et dans I'article « Characterization of anti-viral activity of cathelicidin from
naked mole rats (HG-Cath) and Python bivittatus (PB-Cath) on human herpes simplex 1” présenté au

chapitre 2 partie Il des résultats (Tableau 6).

Les séquences des couples d’amorces utilisés pour I'analyse de I’expression des genes codant les

protéines de différenciation cellulaire sont listées ci-dessous (Tableau 3).
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Tableau 3 : Séquence des amorces utilisées pour I'analyse de I'expression des génes codant les protéines de

différenciation cellulaires par RT-qPCR.

Gene Forward (5’ = 3’) Reverse (5’ = 3’)

Filaggrine AGGAACAGGCAAGGTCAAGTCCAG CACGTGTGAACTCTTGGTGGCTCT
Loricrine CTACCTGGCCGTCCAAATAGATCC GGAGGTAGTTGTACAGAAACCAAAGAG
Desmogléine-1 TAACGCACAACTTCGTGCTC GCAAGGAGAATGATGCCAA

Occludine ACCTCTCCCTCCCTGCTTC GGCCTGTAAGGAGGTGGACT
Cornéodesmosine | GTGCCCAGGCATAGGGTTAGCTCAG GCATATTGGGTGGGTTGACTAGATGTCG
Claudine-1 CCTCCTGGGAGTGATAGCAA CCAGTGAAGAGAGCCTGACC

Dosages protéiques

Les surnageants issus de culture de cellules en monocouche ont été dosés par le kit Milliplex® Human
high sensitivity T cell magnetic bead panel (Merck Millipore, Darmstadt, Germany), doté d’une
grande sensibilité, a savoir de 0,31 a 1250 pg/mL pour CXCLS8, de 0,61 a 1250 pg/mL pour CCL20, de
0,43 a 1750 pg/mL pour le TNF-a et de 0,18 a 750 pg/mL pour I'lL6. Ce kit a ainsi permis de détecter
les faibles quantités de cytokines et chimiokines contenues dans ces échantillons. Les concentrations
en CXCL8, CCL20, TNF-a et IL-6 ont ainsi été déterminées en suivant les recommandations du
fournisseur. En revanche, les quantités de cytokines et chimiokines, contenues dans les surnageants
issus de la culture des explants étant beaucoup plus importantes, les dosages ont été réalisés par
méthodes ELISA pour Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay ou dosage d’'immunoabsorption par
enzyme liée. Ainsi, la concentration en CXCL8 a été déterminée en utilisant le kit ELISA human IL-8
standard ABTS (PeproTech) et la concentration en CCL20 a été déterminée en utilisant le kit ELISA

human CCL20 (R&D system).

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). Un t-test de Student non paramétrique et non apparié entre 2 groupes (Mann-
Whitney) ou entre plusieurs groupes (Kruskal-Wallis) a été réalisé. Pour tous les tests statistiques
réalisés, les valeurs significatives sont représentées par * pour p<0,05, ** pour p<0,01, *** pour

p<0,001 et **** pour p<0,0001.
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RESULTATS

Chapitre 1 : Role des PSMs de S. aureus dans
I'inflammation cutanée et les infections par ’'HSV-1

I. Role des PSMs dans la réponse inflammatoire des
kératinocytes

La dysbiose du microbiote est un facteur important et caractéristique de la DA. Elle est associée a
une tres forte colonisation par S. aureus ainsi qu’a une forte baisse de la diversité bactérienne [135].
De plus, S. aureus produit un trés grand nombre de facteurs de virulence dont plusieurs semblent
impliqués dans la physiopathologie de la DA [189-191]. De récentes études se sont intéressées aux
PSMs, bien connues pour leurs effets lytiques, et a leur réle dans la réponse inflammatoire. Il a ainsi
été mis en évidence que les PSMs et, en particulier les PSMa, étaient des facteurs majeurs de la lyse
des kératinocytes. De plus, en conditions lytiques, elles induisaient une forte sécrétion d’IL-18 et d’IL-
1B due a I'altération des membranes cellulaires [178]. De méme, dans un modele murin d’infection
épicutanée par S. aureus, une souche mutante, ne produisant pas les PSMa, entrainait une
inflammation cutanée beaucoup moins importante que la souche sauvage, suggérant ainsi un role

important des PSMa dans l'induction de I'inflammation cutanée [179, 186].

Notre objectif a été d’étudier le réle des PSMs et des PSMa dans la réponse inflammatoire cutanée
en conditions non lytiques. Pour cela, nous avons utilisé, d’'une part, une PSMa3 synthétique et,
d’autre part, un mélange de PSMaz2 et a3, purifié a partir de culture de S. aureus. En parallele, et afin
de déterminer I'impact des PSMs parmi les autres facteurs de virulence, nous avons comparé
I'action, sur les kératinocytes primaires humains, des sécrétomes de souches exprimant I'ensemble
des PSMs (Total PSMs), n’exprimant plus les PSMa (APSMal-4) et n’exprimant plus aucun PSMs (A
Total PSMs). Nous avons également développé un modeéle ex vivo d’explant de peau humaine sur
lequel une application topique des sécrétomes a été réalisée afin d’étudier le r6le des PSMs dans un
modele plus proche de la colonisation naturelle de la peau. Ces travaux ont fait 'objet d’un article
soumis dans le journal « Virulence » par Damour A et al., intitulé « Staphylococcus aureus Phenol-
Soluble Modulins a promote inflammatory response in human epidermis: a potential role in atopic

dermatitis exacerbation » présenté ci-dessous.
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Staphylococcus aureus Phenol-Soluble Modulins a promote
inflammatory response in human epidermis: a potential role in

atopic dermatitis exacerbation

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a commensal microorganism commonly colonizing the skin of healthy
humans. Nevertheless, S. aureus can also be responsible for cutaneous infections and contribute to
flare-up of inflammatory skin diseases such as atopic dermatitis (AD), which is characterized by
dysbiosis of the skin microbiota with S. aureus as the predominant species. However, the role of
major virulence factors of this pathogen such as toxins in the physiopathology of AD remains poorly
understood. In this study, the role of phenol-soluble modulin (PSM) toxins of S. aureus in epidermal
inflammation was investigated. In primary human keratinocytes, synthetic and purified PSM a3 were
shown to upregulate gene expression of a large panel of pro-inflammatory chemokines and cytokines
while inducing the release of CXCL8, CCL20, TNF-a and IL-6. In addition, S. aureus culture supernatant
of a strain expressing all PSMs significantly enhanced pro-inflammatory mediator expression in
keratinocytes in contrast to those from mutants deleted for genes encoding either PSMs a or all PSM
production. On the other hand, both topical and basal layer stimulation of an ex vivo model of
human skin explants with S. aureus supernatants resulted in induction of pro-inflammatory mediator
expression and secretion, a phenomenon significantly reduced when stimulations were carried out
with culture supernatants from PSM-deficient strains. Taken together, the results of this study
suggest that PSMs and more specifically PSMs o are major virulence factors involved in the
inflammatory response of human epidermis during S. aureus infection and could contribute to AD

flare-up through exacerbation of skin inflammation.

KEYWORDS

Staphylococcus aureus; Atopic dermatitis; Phenol soluble modulins; Inflammatory response;

Keratinocyte; Epidermis; Toxins; PSM a3
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus naturally colonizes the nares, pharynx, gastrointestinal tract, vagina, and skin
of about 12 to 30% of healthy humans [52, 53, 135]. This commensal bacterium can become harmful,
being responsible for skin and soft tissue infections as well as invasive infections such as endocarditis,
osteomyelitis or sepsis [52, 53]. In addition, S. aureus is suspected of contributing to exacerbation of

atopic dermatitis (AD) [321, 322].

AD is an important inflammatory skin disease affecting about 20 % of children and 1 to 5 % of adults
worldwide [59, 60]. Physiopathology of AD is complex, involving many factors such as skin barrier
dysfunction, a predominant Th2 immune response associated with increased expression of Th2
cytokines such as interleukin (IL)-4 and IL-13 and dysbiosis of skin microbiota [59, 60, 78]. Indeed, in
AD patients, microbiota diversity is strongly reduced for the benefit of S. aureus, which colonizes
almost 90 % of AD patients and represents about 65 % of bacteria in AD antecubital and popliteal
creases lesions during flares [132, 134, 135, 189]. As compared to healthy patients, S. aureus
colonization of AD patients is easier due to skin barrier disruption and enhanced expression in the
stratum corneum of various protein targets for bacterial adhesion such as fibronectin and fibrinogen
[189, 194, 323]. At that site, S. aureus can produce a huge amount of secreted toxins such as

superantigens, especially enterotoxins, a-toxin, and phenol-soluble modulins (PSMs).

Among the secreted toxins of S. aureus, PSMs are considered as key virulence factors. PSMs form an
amphipathic a-helix and are classified according to their length into a-type (20 to 24 amino acids)
and B-type (43 to 45 amino acids) [170, 172]. S. aureus produces four PSMs a (al to a4), two PSMs B
(B1 and B2) and the PSMy (also known as &-toxin), which has a structure similar to PSMs a. These
toxins are produced in high abundance, representing up to about 60 % of the secreted protein mass
[167, 169, 170, 172]. Like many other virulence factors, PSM expression is strictly regulated by the
quorum sensing system accessory gene regulator (Agr). Agr involves RNAIll, which controls
transcription of virulence factors and of four agrA-D genes. Nevertheless, PSM expression regulation
is independent of RNAIII. In fact, PSM expression is dependent on AgrA, which directly binds on the
PSM promoters to induce their expression [167, 171]. However, PSM expression is regulated by psm-
mec RNA, which inhibits AgrA translation and, finally, PSM expression, leading to less virulent strains
of S. aureus [174, 324]. In addition, Rbf, a transcriptional regulator of AraC/XylS family, can repress

PSMs a expression, but not PSMs B and 8-toxin, directly binding to PSMs o promoter [175].

PSMs, especially PSMs a, can play a key role in S. aureus pathogenesis. It was recently reported that
these toxins contribute to the physiopathology of central nervous system infections by triggering

bacterial cell aggregation and the physiopathology of bone and joint infections through induction of
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cytotoxicity and DNA damage in osteoblasts [325-327]. At high concentrations, PSMs are able to
strongly induce lyses of different cell types such as neutrophils, erythrocytes, mastocytes and
keratinocytes by forming pores in the cell membrane [167, 176, 178, 328]. ]. Whatever the cell type,
PSM a3, appears to be the most potent [167, 178]. PSM a3 is able to form cross-a fibrils, which co-
aggregate with the cell membrane, resulting in membrane rupture and T cell death [329]. And given
their surfactant properties, PSMs are involved in surface colonization of skin or biomedical material
and contribute to the structure and the dissemination of biofilms [170, 172, 182, 330, 331]. At lower
concentrations, PSMs promote chemotaxis, activation and pro-inflammatory response of human
neutrophils as well as bacterial phagocytosis by neutrophils through the human formyl peptide
receptor 2 (FPR2) [180, 332]. Among PSMs, PSM a3 has the most potent pro-inflammatory activity in
neutrophils [167, 180, 332]. Recently, the immunomodulatory properties of PSMs a were studied in
keratinocytes and on murine models. In human keratinocytes, PSMs are critical in stimulating the
release of the pro-inflammatory cytokines IL-18 and IL-1B8, PSM a3, thereby showing the highest
activity [178]. ]. In a mouse model of S. aureus epicutaneous infection, PSMs a were critical in
inducing an IL-17-mediated skin inflammatory response associated with epidermal thickening and
neutrophil infiltration [179]. In addition, PSMs a were shown to trigger the release of IL-1a and IL-
36a and subsequent skin inflammation mediated by MyD88 signaling pathway in both mouse skin
and primary human keratinocytes [179, 186]. Lastly, PSMs a have been reported to induce
endogenous serine protease activity such as trypsin activity in primary human keratinocytes, thereby
contributing to skin damage in Netherton syndrome [333]. Given that proteolytic activity could
contribute to desquamation, reduction of antimicrobial peptide (AMP) expression, reduction of
filaggrin expression and inflammation, PSMs may modulate immune response in AD lesions through
various mechanisms including induction of pro-inflammatory cytokine and chemokine production

from keratinocytes, and play a role in AD pathophysiology [189, 321, 323, 334, 335].

In this study, the role of PSMs a in the induction of pro-inflammatory mediator expression by human
epidermis was investigated using synthetic and purified PSMs a from S. aureus culture supernatants
off a wild-type strain producing all PSMs and mutants deficient in production of PSMs al to 4 (A
PSMa1-4 strain) or all PSMs (A Total PSM strain) either in primary human keratinocytes or in ex vivo

skin explants.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. The bacteria used in this study, derived from the USA300
strain, were provided by the French National Reference Center for Staphylococci (Lyon, France) and

are summarized in Table 1. SF8300 wild-type strain (WT) was used to produce purified PSMs and was
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cultivated in Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid, Basingstoke Hampshire, Britain) for 20 h at 37 °C with
orbital shaking at 200 rpm. The SF8300ApvI expressing all PSMs (Total PSMs), SF8300ApviApsmal-4
deleted for genes encoding all PSMs a (A PSMa1-4) and SF8300ApviApsmal-4ApsmB1-2Ahld deleted
for genes encoding all PSMs (A Total PSMs) strains were used for culture supernatant production and
were grown in Epilife medium (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) in the same conditions as SF8300 wild-
type. All strains are deleted for Panton-Valentine leukocidin (PVL) to avoid interference with potent
deleterious effects of this toxin expressed by a limited number of S. aureus isolates. Cells were
centrifugated at 9 000 g for 15 min and supernatants were filtered through 0.22 um pore size
membranes (Sarstedt, KG, Germany) before being stored at -80 °C until use.

Table 4: Bacterial strains derived from the USA300 clone and used in this study. All bacterial strains were
provided by the French National Reference Center for Staphylococci.

Strain name | Genetic background Reference
used

Wild type SF8300 (USA300-0114)

Total PSMs SF8300ApvIL [328]
A PSMal-4 SF8300Apvl, Apsmal-4

A Total PSMs SF8300Apvl, Apsmal-4, Apsm8B1-2, Ahld

Purification of PSMs from bacterial supernatants. Using SF8300 wild-type strain supernatants, PSMs
were first extracted through liquid-liquid extraction. For 3 supernatant volumes, 1 volume of 1-
butanol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was added and shaken in a separating funnel.
After 2 h of decantation at room temperature, organic phase was recovered and evaporated at 55 °C
using a rotavapor (Buchi, Rungis, France) (Annex 1A). The crude extract was suspended in 5 mL of
ultrapure water and pre-purified with a Sep-Pak C18 cartridge (Waters, Milford, MA, USA) using an
acetonitril (ACN, Thermo Fisher Scientific) gradient. Sixty and eighty percent of ACN fractions were
pooled, evaporated using a rotavapor and resuspended in 1 mL of H,O/ACN (1:1, v/v). PSMs in these
fractions were purified and separated by reverse-phase HPLC conducted on a Dionex® C18 120 A
(150 x 4.6 mm). The mobile phase consisted of H,0/0.1% trifluoroacetic acid (TFA) (buffer A) and
ACN/0.1% TFA (buffer B). Elution was monitored at 214 and 280 nm at a flow rate of 1 mL/min using
a three-step linear gradient: 40% B for 5 min, from 40 to 100% B over 30 min and at 100% B for 5
min. (Annex 1B). All the fractions collected were concentrated using a SpeedVac system and
suspended in H,0/50% ACN/0.2% formic acid. PSMs were identified in each fraction collected by
electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) with a Xevo Q-TOF (Waters) mass spectrometer.
MS mass spectra were performed in a positive ionization mode with cone voltage ramping from 20 to

40 V. The source was set to 120 °C. Acquisition mass range was performed between m/z 300 to 2000.
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The m/z ratios enable identification of PSMs [336]. Purified PSMs were quantified with the Qubit

protein assay (Thermo Fisher Scientific) in accordance with manufacturer’s specifications.

Synthetic peptide. N-formylated PSM a3 (MEFVAKLFKFFKDLLGKFLGNN) was synthesized by
Proteogenix (Schiltigheim, France) and assayed to be > 95 % pure by HPLC. This peptide was
suspended in a H,O/ACN (1: 1, v/v) mixture to obtain a concentration of 1 mM and stored at — 20 °C

until use.

Human skin samples. The use of human skin samples for research studies was approved by the
Ethics Committee Ouest Il (project identification code: DC-2014-2109). Written informed consent
was given by all subjects in accordance with the Declaration of Helsinki. Normal abdominal or breast
skin was obtained from patients undergoing plastic surgery in order to isolate human primary

keratinocytes or to cultivate human skin explants ex vivo.

Ex vivo explant culture. For these experiments, normal abdominal skin was cut with a dermatome to
obtain a 4 mm thickness flap. After which, 8 mm diameter biopsies were performed and explants
were put on a 500 um nylon mesh filtering (Sefar, Thal, Switzerland) in 12-well plates. Explants were
cultivated in Dulbecco’s modified essential medium (DMEM, Gibco) supplemented with 10 % of fetal
bovine serum (FBS, Gibco) and 1% of penicillin-streptomycin (Gibco) and incubated at 37 °C in 5%

CO, humidified atmosphere.

Isolation of human keratinocytes from skin samples. After fat and partial dermis removal, the skin
was cut into small and thick pieces using scalpel blades and incubated overnight at 4 °C in a 2.5
units/mL dispase Il solution (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) to gently digest tissues. Epidermal
sheets were removed from the dermis using sterile pliers. Then, keratinocytes were dissociated by
0.25 % trypsin-EDTA (Gibco) digestion at 37 °C. An equal volume of Keratinocyte-Serum Free Medium
(K-SFM, Gibco) supplemented with 10 % of FBS was added and the cell suspension was filtered
through a 40 um sterile filter before centrifugation at 300 g for 5 min. Keratinocytes were seeded at
a density of about 107 cells per 150-cm?2 tissue culture flask in K-SFM supplemented with 25 pug/mL
bovine pituitary extract (BPE, Gibco) and 0.25 ng/mL recombinant epidermal growth factor (EGF,
Gibco). The cultures were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO2 until they
reached 80% confluence. After a phosphate buffered saline (PBS, Gibco) rinse, the cells were
trypsinized with 0.05 % trypsin-EDTA and frozen in K-SFM supplemented with 40% FBS and 20%
Dimethylsulfoxyd (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) in liquid nitrogen until use.

For stimulation experiments, 2x105 cells/well were plated in 24-well plates in 1 mL of K-SFM

supplemented with BPE and EGF. For cell viability assay, 4x104 cells/well were plated in 96-well
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plates in 0.1 mL of the same medium. When 80% confluence was reached, cells were starved in

unsupplemented K-SFM.

Cell viability assay. Keratinocytes were treated with various concentrations of synthetic PSM Fa3,
purified PSM Fa3, purified PSM a3 and bacterial supernatants for 24 h. Cell viability was evaluated
using XTT and lactate dehydrogenase (LDH) assays. For XTT assay, XTT labeling mixture was added
and cell viability assay was performed using the cell proliferation kit 1l (XTT, Roche, Basel,
Switzerland) according to the manufacturer’s protocol. For LDH assay, supernatants were collected
after 24 h and mixed with 500 pL of PBS — 0.1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich). Cells were lysed with 1
mL of PBS — 0.1 % Triton X-100 and sonicated for 30 s. The LDH released was measured with the
Cobas® (Roche) analyzer and viability was calculated, yielding the ratio between the LDH released in

supernatants and the total LDH measured.

Keratinocytes and ex vivo skin explant stimulation. Keratinocytes and skin explants from 3 to 5
patients were exposed to different concentrations of synthetic PSM Fa3, purified PSMs and bacterial
supernatants for 3 and 24 h at 37 °Cin 5 % CO,. For explants, 20 pL of bacterial culture supernatants
were either added to the culture medium to stimulate the basal layer or deposited on the top of the
explants using 6 mm filter paper disks to mimic stimulation on the stratum corneum. PBS was used
for controls. PSM signaling in keratinocytes was investigated with the FPR2 antagonist WRW4 (10
UM, Tocris Biosciences, Bristol, United Kingdom), neutralizing monoclonal Abs against human TLR2
(TLR2 1gA2, 10 uM, Invivogen, San Diego, CA, USA) or the MyD88 signaling inhibitor Pepinh-MYD and
Pepinh control (5 uM, Invivogen). Each molecule was added 2 h before the addition of synthetic PSM
Fa3. Cell culture supernatants were collected and stored at — 80°C until use, and the cells were lysed
in RA1 lysis buffer from the NucleoSpin® RNA extraction kit (Macherey & Nagel, Diren, Germany)
supplemented with 3.5 pL B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich). Explants were lysed in 1 mL of lysing
buffer containing 300 mg glass beads (diameter <106 um; Sigma-Aldrich) followed by 4 cycles of 20 s
at 8 500 rpm using Cryolys tissue homogenizer (Bertin technologies, Montigny-le-Bretonneux,

France). All cell lysates were stored at — 80 °C until extraction.

RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR analysis. Total RNA was extracted using the
NucleoSpin® RNA extraction kit according to the manufacturer’s instructions. RNA concentrations
and sample purity were evaluated using the Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific). One ug of total RNA was then reverse transcribed using SuperScript Il kit (Invitrogen, Life
Technologies). Quantitative real time PCR was performed in 96-well plates using AceQSYBR Green
gPCR Master Mix (Vazyme Biotech, Nanjing, China) and the LightCycler 480 system (Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany). Reaction mixture was composed of 5 pL of Master Mix, 1 pL of
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forward and reverse primers at 10 uM (Table 2), 2 uL of ultrapure water and 2 pL of cDNA. PCR
conditions were as follows: 5 min at 95 °C, 40 amplification cycles for 20 s at 95 °C, 15 s at 64 °C and
20 s at 72 °C. Relative mRNA expressions were normalized with 2 independent control housekeeping

genes (Glyceraldehyde-Phospo-Dehydrogenase and RPS28 rRNA gene) and reported according to the

AACT method as RNA fold increase: 222CT = 24T sample — AT control

Table 5: Sequences of primers used for RT-qPCR

Gene Forward (5’ = 3’) Reverse (5’ = 3’)

CCL-20 TCCTGGCTGCTTTGATGTCA TCAAAGTTGCTTGCTGCTTCTG
CXCL-1 CCCCTTTGTTCTAAGCCAGA AAGGCAGGGGAATGTATGTG
CXCL-2 GCAGGGAATTCACCTCAAGA GCCTCTGCAGCTGTGTCTCT
CXCL-3 CCACACTCAAGAATGGGAAGA TCTCTCCTGTCAGTTGGTGCT
CXCL-5 GTTCAGGAACCCGCGACCGCTCGCA CTGTGGGCCTATGGCGAACACTTGCAGA
CXCL-8 TTGCCAAGGAGTGCTAAAGAA AACCCTCTGCACCCAGTTTT
G3pdh GGCTCTCCAGAACATCATCCCTGC GGGTGTCGCTGTTGAAGTCAGAGG
IL-1a ATCAGTACCTCACGGCTGCT AACAAGTTTGGATGGGCAAC

IL-1B CTGTCCTGCGTGTTGAAAGA CTGGGCAGACTCAAATTCCA
IL-36y TTTGGGAATCCAGAATCCAG CTCTCTTGGAGGAGGCAATG

IL-6 TACCCCCAGGAGAAGATTCC TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT

RPS28 CCGTGTGCAGCCTATCAAG CAAGCTCAGCGCAACCTC

TNF-a TCACCCACACCATCAGCCGCATCG GGGAAGGTTGGATGTTCGTCCTCC

Cytokine and chemokine secretion assays. Levels of CXCL8 and CCL20 in cell culture supernatants
from explants were determined for each sample using the human IL-8 standard ABTS ELISA
development kit (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) and the human CCL20 ELISA kit (R&D system,
Minneapolis, MN, USA) in accordance with the manufacturer’s specifications. Levels of CXCL8, CCL20,
TNFa and IL-6 in cell culture from keratinocyte monolayer were determined for each sample using
the Milliplex® Human high sensitivity T cell magnetic bead panel (Merck Millipore, Darmstadt,

Germany) on the Luminex® analyzer 200 (Merck Milipore).

Immunohistochemistry. For histology, skin explants were stored in Formol 4% and then embedded
in paraffin. Hematein-Eosin-Safran (HES) staining was performed on skin sections by the Department

of Pathology of the CHU of Poitiers.

Statistical analysis. Results were analyzed using GraphPad Prism version 8 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA). The statistical significance of the difference between two groups was evaluated by
the one-way nonparametric ANOVA test followed by the Dunn’s test and by the nonparametric

Mann-Whitney t tests. Differences were considered to be significant when p value was less than 0.05.
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RESULTS

PSM cytotoxicity on primary human keratinocytes. Strong production of PSMs by the S. aureus
USA300 strain was previously reported, in particular PSM a2 and PSM a3, for the most abundant
PSMs, and the authors also purified the PSM y [169]. In our study, N-formylated PSM a3 (PSM Fa3)
and non-formylated PSM a3 (PSM a3) were purified and identified (Annex 1B, 2A-B). PSM y was also
produced to a lesser extent (Supplementary Figure 2C). Relative quantification allowed us to show
that PSM a3 is the most abundant form of PSM produced by the strain SF8300 WT. As this study was
focused on the role of PSMs a on keratinocytes, purified PSM Fa3 and PSM a3 were then used to
stimulate primary human keratinocytes and evaluate a potential effect of formylation. In addition, a
synthetic N-formylated PSM a3 (PSM Fa3) was used as a standard because PSM a3 was previously
shown to be the most lytic and pro-inflammatory PSM on various cell types [167, 178] ] and N-

formylated PSMs appear to have higher activity than non-formylated PSMs [180].

First, the ability of these PSMs to induce cytotoxicity on human primary keratinocytes was evaluated
using the XTT cell viability assay, which measures cellular metabolic activity. Synthetic and purified
PSM Fa3 as well as purified PSM a3 showed a similar effect and caused a significant decrease of
keratinocyte viability of about 20 % at a final concentration of 2 uM (equivalent to 5 pg/mL) (Figure
27A). In addition, LDH release was measured to assess plasma membrane permeabilization by PSMs.
The results confirmed that synthetic PSM Fa3 induced significant cytotoxicity starting from a
concentration of 2 uM (Figure 27B). After which, to determine the impact of PSMs a and other PSMs
(among all bacterial secreted factors) on keratinocyte viability, supernatants of a S. aureus strain
producing all PSMs (Total PSMs) were compared to supernatants of mutants deficient in PSMs al-4
(A PSMs al1-4) and all PSMs (A Total PSMs). The absence of expression of specific PSMs in mutant
strains was checked by RT-qPCR and no modulation of other toxin expression levels was observed in
mutants (data not shown). Supernatants containing all PSMs were highly cytotoxic at a concentration
> 2 % volume/volume, leading to decreased viability by at least 40 % (Figure 27C). In contrast,
supernatants from the mutant deficient for all PSMs a are less cytotoxic, inducing a significant
decrease of keratinocyte viability from a concentration of 7.5%, whereas supernatant from the
mutant deficient for all PSMs was not cytotoxic at the highest tested concentration of 10% (Figure
27C). At a final concentration of 5%, similar results were obtained by LDH release assay, showing that
only supernatant containing all PSMs was cytotoxic (Figure 27D). These data suggest that PSMs are
major cytotoxic S. aureus-secreted factors for human keratinocytes and that PSMs a are highly active

cytotoxins on primary keratinocytes, acting in a concentration-dependent manner.
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Figure 27: Cytotoxicity of PSMs on primary human keratinocytes. Keratinocytes were exposed to synthetic
and purified PSM Fa3 (N-formylated) or purified PSM a3 (A-B) and to supernatants from a total PSM-producing
strain (Total PSMs), a deleted PSMa1-4 strain (A PSMa1-4) or a deleted total PSM strain (A Total PSMs) of S.
aureus (C-D) for 24 h. Cell viability was evaluated using either a XTT assay (A; C) or measuring the lactate
dehydrogenase released (B; D). Data are represented as mean + standard error of mean (SEM) of at least three

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

PSMs trigger an intense inflammatory response in primary human keratinocytes. The ability of
PSMs to induce an inflammatory response in primary human keratinocytes was investigated in both
aggressive and non-aggressive conditions. Expression of a wide panel of cytokines and chemokines
known to be produced by keratinocytes in inflammatory states was assessed following keratinocyte
stimulation with non-cytotoxic concentrations of toxins (1 pM and 0.5 puM) and S. aureus
supernatants (1%) as well as with cytotoxic concentration of PSMs a (2 uM). On the one hand,
primary human keratinocytes were stimulated with non-cytotoxic and cytotoxic concentrations of
synthetic and purified PSM Fa3 and purified PSM a3 for 3 h and 24 h to quantify mRNA expression of

pro-inflammatory mediators by RT-qPCR. Similar significantly enhanced expression of the
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chemokines CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL8 and CCL20 in cells treated with synthetic or purified
PSM Fa3 and purified PSM a3 was observed at 3 h post-stimulation in a dose-dependent manner in
both non-cytotoxic and cytotoxic concentrations (Figure 28). This induction of chemokine expression
at an early time of stimulation was marked with fold increase varying from 5 to 23 for most

chemokines, except for CXCL5, for which a maximum 3.5-fold increase was observed at 2 puM.
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Figure 28: Synthetic and purified PSM a3 from S. aureus triggered pro-inflammatory chemokine expression in
keratinocytes at 3 h post-stimulation. mRNA fold increase of CXCL1 (A), CXCL2 (B), CXCL3 (C), CXCL5 (D), CXCL8
(E) and CCL20 (F) was quantified in keratinocytes at 3 h post-stimulation with synthetic and purified PSM Fa3 or
purified PSM a3 as compared to unstimulated keratinocytes. Data are represented as mean + SEM of at least

three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01.
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Similarly, synthetic or purified PSM Fa3 and purified PSM a3 induced significant overexpression of
potent pro-inflammatory cytokines by keratinocytes, such as IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-36y and TNF-a, in a
dose-dependent manner for concentrations > 1 uM (Figure 29). IL-6 and TNF-a mRNA expression
were the most enhanced, with a fold-change ranging from 6 to 25 following stimulation with

synthetic PSM Fa3.
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Figure 29: Synthetic and purified PSM a3 from S. aureus stimulated pro-inflammatory cytokine expression in
keratinocytes at 3 h post-stimulation. mRNA fold increase of IL-6 (A), TNF-a (B), IL-1a (C), IL-1B (D) and IL-36y
(E) were quantified in keratinocytes at 3 h post-stimulation with synthetic and purified PSM Fa3 or purified
PSM a3 as compared to unstimulated keratinocytes. Data are represented as mean + SEM of at least three

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01.
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In contrast, PSMs a did not significantly modulate inflammatory mediator expression at 24 h post-
stimulation, except for CXCL8, CCL20 and IL-6, for which slightly enhanced expression persisted (data
(data not shown and annex 3). These results highlighted fast and transient induction of pro-
inflammatory mediators by PSMs a. At the proteomic level, both synthetic and purified PSMs Fa3
and purified PSM a3 significantly enhanced CXCL8 secretion levels in a dose-dependent manner as
observed at the transcriptomic level (Figure 30A). Synthetic PSM Fa3 also induced a significant
release of CCL20, TNF-a and IL-6 in cell culture supernatants from a concentration of 1 uM (Figure

30B).
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Figure 30: PSMs from S. aureus induced cytokine and chemokine production in keratinocytes at 24 h post-
stimulation. Keratinocytes were exposed to synthetic and purified PSM Fa3 and purified PSM a3 for 24 h.
CXCL8 (A), CCL20, TNF-a and IL-6 (B) concentrations was assessed in culture supernatants. Data are

represented as mean + SEM of at least three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01.
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On the other hand, to assess the role of PSMs a among other PSMs and secreted S. aureus toxins in
the induction of inflammatory response, keratinocytes were exposed to the non-cytotoxic
concentration of 1 % of S. aureus supernatants from a PSM productive strain (Total PSMs) and two
PSM-deficient strains (A PSMs al-4 and A Total PSMs) for 3 h or 24 h. At 3 h post-stimulation,
supernatant containing all PSMs caused significant overexpression of a large panel of pro-
inflammatory cytokines and chemokines, including IL-1a, IL-1B3, IL-6, TNF-a, CXCL1, CXCL2, CXCL3,
CXCL5, CXCL8 and CCL20 (figure 31). In contrast, in keratinocytes treated with supernatants of
mutants deficient in PSMs a and for all PSMs, chemokine and cytokine mRNA levels were lower or
close to basal level of untreated keratinocytes. This finding suggested that PSMs are major pro-

inflammatory secreted factors of S. aureus.
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Figure 31: Secretion of PSMs a by S. aureus was crucial to promotion of pro-inflammatory chemokine and
cytokine expression in keratinocytes at 3 h post-stimulation. mRNA fold increase of CXCL1, CXCL2, CXCL3,
CXCL5, CXCL8, CCL20, IL-6, TNF-q, IL-1a, IL-1B and IL-36y was quantified in keratinocytes at 3 h post-stimulation
with 1 % supernatants from total PSM-producing strain (Total PSMs), PSMal-4-deficient strain (A PSMal-4) or
total PSMs-deficient strain (A Total PSMs) of S. aureus as compared to unstimulated keratinocytes. Data are

represented as mean + SEM of at least three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01.
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At 24 h post-stimulation, supernatants from the 3 tested-strains did not significantly modify the
expression of pro-inflammatory mediators, except for IL-6, for which a 7-fold-increase was observed
following total PSM supernatant stimulation (data not shown). Taken together, these results suggest
a major role for PSMs, especially PSMs a, in induction of the innate immune response of
keratinocytes during S. aureus infection, leading to overexpression of pro-inflammatory cytokines

and chemokines.

The role of the potential pathways previously involved in inflammatory reactions induced by PSMs
was then investigated. In neutrophils, PSMs have been reported to exert their pro-inflammatory
action through FPR2 signaling [180]. Nevertheless, no expression of FPR2 mRNA was detected by RT-
gPCR in primary human keratinocytes from different patients. Moreover, no inhibition was observed
in presence of the FPR2 antagonist WRW4, suggesting that this receptor was not involved in the
inflammatory response induced by synthetic PSM Fa3 (data not shown). In addition, PSMs have been
shown to induce activation of the toll-like receptor (TLR) 2 pathway in human embryonic kidney
(HEK) cells [187]. However, use of a human TLR2 blocking antibody did not interfere with pro-
inflammatory mediator expression during primary human keratinocyte stimulation with synthetic
PSM Fa3 (data not shown). Finally, S. aureus-induced skin inflammation also involves the MyD88
pathway, which is required to promote immune responses in keratinocytes and T cells [179, 186].
However, addition of the MyD88 inhibitor Pepinh MYD did not abrogate the pro-inflammatory effect
of synthetic PSM Fa3 on keratinocytes (data not shown). As a result, FPR2, TLR2 and MyD88
pathways did not seem to be crucial to the PSM a3-induced pro-inflammatory response in primary

human keratinocytes.

PSMs induce pro-inflammatory mediator expression in an ex vivo 3D model of human skin
explants. In order to develop an ex vivo model close to an in vivo situation and reflecting the
architecture of the skin, a 3D model of human skin explants of 4 mm thickness from abdominal
plastic surgery was used. In this model, all epidermal layers, from stratum corneum to stratum basal
and part of the dermis were present (Figure 32A) and no alteration of tissue was observed at 24 h

post-incubation (Figure 32B).
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Figure 32: Histopathology of 3D control and stimulated human skin explants. Skin sections of explants were
stained with Hematein-Eosin-Safran (HES) at 10 min (A) and 24 h post-incubation (B) with or without
supernatants containing all PSMs (C), supernatants from PSMa1l-4-deficient strain (D) and supernatants from

total PSM-deficient strain (E) deposited on a paper disk on the top of explants for 24 h. Scale bar = 20 um.

To mimic S. aureus cutaneous infection, a topical stimulation of skin explants was performed by
depositing paper disk soaked with bacterial supernatant on the stratum corneum. In addition,
stimulation of basal layer of the skin explants was carried out by adding bacterial supernatants to the
cell culture medium. Both topical and basal layer stimulation with S. aureus supernatant containing

all PSMs resulted in a marked increase of IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-36y, TNF-a, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8
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and CCL20 mRNA synthesis, with fold-increases ranging from 3.5 to 17 for topical stimulation and 6

to 360 for basal layer stimulation (Figures 33 and 34).
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Figure 33: Topical and basal layer stimulations with PSMs from S. aureus of ex vivo human skin explants
increased the expression of pro-inflammatory chemokines. Supernatants from total PSM- producing strain
(Total PSMs), PSMa1-4-deficient strain (A PSMa1l-4) or total PSM-deficient strain (A Total PSMs) strain of S.
aureus were added directly to the culture medium (basal layer stimulation) or were deposited on a paper disk
on the top of explants (topical stimulation) for 24 h. mRNA fold increase of CXCL1 (A), CXCL2 (B), CXCL3 (C),
CXCL5 (D), CXCL8 (E) and CCL20 (F) was quantified as compared to untreated explants. Data are represented as

mean + SEM of at least three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Figure 34: Topical and basal layer stimulations with PSMs from S. aureus of ex vivo human skin explants
increased the expression of pro-inflammatory cytokines. Supernatants from total PSM- producing strain (Total
PSMs), PSMa1-4-deficient strain (A PSMal-4) or total PSM-deficient (A Total PSMs) strain of S. aureus were
added directly to the culture medium (basal layer stimulation) or deposited on a paper disk on the top of
explants (topical stimulation) for 24 h. mRNA fold increase of IL-6 (A), TNF-a (B), IL-1a (C), IL-1B (D) and IL-36y
(E) was quantified as compared to untreated explants. Data are represented as mean + SEM of at least three

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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In contrast, stimulation with supernatants from PSM-deficient strains resulted in slight
overexpression of pro-inflammatory mediators, the mRNA levels being markedly reduced as

compared with stimulations by supernatant containing all PSMs (Figures 33 and 34).

These results were confirmed at the protein level, with ELISA assays showing a similar trend in
secretion levels of CXCL8 and CCL20 induced following both topical and basal layer stimulation with

the different bacterial supernatants (Figure 35).
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Figure 35: Topical and basal layer stimulations with PSMs from S. aureus of ex vivo human skin explants
increased chemokine production. Supernatants from total PSM-producing strain (Total PSMs), PSMa1l-4-
deficient strain (A PSMa1l-4) or total PSM-deficient (A Total PSMs) strain of S. aureus were added directly to the
culture medium (basal layer stimulation) or deposited on a paper disk on the top of explants (topical
stimulation) for 24 h. CXCL8 (A) and CCL20 (B) concentrations was evaluated by ELISA assays in culture
supernatants. Data are represented as mean + SEM of at least three independent experiments. *p < 0.05, **p <

0.01.

On the contrary, results obtained through topical stimulation with bacterial culture supernatants
highlight the fact that a combination of PSMs with other bacterial secreted factors can diffuse
through the stratum corneum to stimulate the inflammatory response of keratinocytes.
Nevertheless, HES immunostaining from skin section of topical stimulated explants with supernatants
containing all PSMs showed the same morphology as control explants and explants stimulated with
supernatants from PSM-deficient strains, suggesting that PSMs do not induce alteration of skin
integrity. (Figure 32C-E). All in all, PSMs a appear to be key factors secreted by S. aureus involved in
induction of cytokine and chemokine produced by a human skin explant model. Taken together, our
results suggest an important role for PSMs, especially PSMs a, in the pro-inflammatory immune

response of human epidermis.
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DISCUSSION

S. aureus is a frequent commensal microorganism of human skin, colonizing almost half of the
population, with persistent carriage in about 20 % and intermittent carriage in about 30 % [52, 53]. S.
aureus is also responsible for a wide range of infections such as soft tissue infections and invasive
infections including endocarditis, osteomyelitis or sepsis [52, 53]. Impaired skin and mucosa are the
primary sites of S. aureus infection, allowing its penetration in deep tissues and the bloodstream. S.
aureus can not only provoke direct skin infections such as impetigo, cellulitis, ecthyma, abscess
formation, but can also exacerbate pre-existing inflammatory skin diseases such as AD and psoriasis
[52, 321, 337]. Indeed, S. aureus is believed to be a key microorganism involved in AD
physiopathology, colonizing the lesional skin of almost 90 % of patients at a very high density and
representing up to 65% of bacteria during AD flares [134, 135]. S. aureus is known to produce a huge
amount of virulence factors, which contribute to its pathogenesis and are suspected of exacerbating
inflammatory skin disease [189, 190, 321, 337]. In atopic skin, S. aureus toxins may contribute to
disease progression e.g., a-toxin may enhance skin barrier impairment, causing the death of
keratinocytes, while enterotoxins may cause excessive T cell response. While phenol-soluble
modulins may also contribute to pro-inflammatory response, their role in AD pathophysiology

remains poorly understood [189, 190].

PSMs are abundantly secreted toxins and are considered as major virulence factors of S. aureus [169,
182]. Since the discovery of PSMs, PSMs a (especially PSM a3) have been identified as cytolytic
peptides with a strong ability to induce lysis of human neutrophils and erythrocytes, probably due to
their amphipathic nature and a-helicity conferring surfacting-like properties [167, 176, 182, 338]. In
addition, PSMs a can contribute to S. aureus resistance to phagocytosis by promoting lysis of human
neutrophils following bacterial phagocytosis and by destroying endosomal membranes to avoid
lysosomal killing of the pathogen in phagocytes [181, 339]. In clinical S. aureus strains responsible for
persistent bacteremia, high expression of PSMs a and PSMs 3 was observed and was correlated with
neutrophil lysis and enhanced S. aureus survival [340]. In human keratinocytes, synthetic PSMs al-4
and &-toxin induce significant lysis at a high concentration, PSM a3 being the most potent and
leading to the death of almost all cells [178]. This study investigated the role of lower concentrations
of PSM a3 in the alteration of human primary keratinocyte viability. In order to avoid potential
interferences, the mutant strains used to produce supernatants did not express PVL, a toxin known
to exert a strong cytotoxic activity and rarely expressed by skin-colonizing strains. Results obtained

with either synthetic or purified PSM Fa3, or purified PSM a3 or with supernatant from mutant
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strains deficient in PSMs a confirmed the ability of these toxins to induce keratinocyte cytotoxicity in
a dose-dependent manner. Nevertheless, using supernatants from PSM-deficient strains, deletion of
only PSMs a did not completely abrogate the observed cytotoxic effect as compared to deletion of all
PSMs, a finding suggesting synergistic action of PSMs a with other PSMs on keratinocyte viability
alteration. While previous studies excluded a role of PSMs B in decreased keratinocyte viability, &-
toxin has been reported to be highly cytotoxic and may play a concomitant role with PSMs a in
keratinocyte damage [178, 179]. Among the S. aureus secreted factors, our results highlighted the

major effect of PSMs on keratinocyte viability, acting as potent cytotoxins.

Following which, the role of PSMs in pro-inflammatory activity on keratinocytes was studied. Both
non-cytotoxic and cytotoxic concentrations of synthetic and purified PSM Fa3, purified PSM a3 and
non-cytotoxic concentrations of bacterial supernatants containing all PSMs were shown to
significantly induce overexpression of a wide-ranging panel of chemokines such as CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5, CXCL8 and CCL20 and cytokines such as IL-6, TNF-a, IL-1a, IL-1B and IL-36y by
stimulated primary human keratinocytes. In contrast, bacterial culture supernatants from mutants
deficient in PSMs a or all PSMs only weakly modulated the expression of inflammatory mediators.
Previously, production of pro-inflammatory cytokines such as IL-18, IL-1a and IL-1B was reported
using concentrations of synthetic PSMs and bacterial culture supernatants, which were strongly lytic,
inducing more than 80 % of cytotoxicity [178, 179]. Here, non-cytotoxic concentrations of synthetic
and purified PSM Fa3 and purified PSM a3 were also able to trigger the expression of pro-
inflammatory chemokines and cytokines, suggesting that a mechanism other than lytic effect was
involved in induction of pro-inflammatory mediators. Moreover, an early response of keratinocytes
to PSMs a was highlighted insofar as upregulation of gene expression occurred after PSM exposure
of 3 h and was abolished at 24 h post-stimulation. Nevertheless, contrary to observations on
neutrophiles [180], no difference was observed between N-formylated and non-formylated PSM a3,
excluding an effect of formylation on the pro-inflammatory response in keratinocytes. In addition,
convergent results regarding the expression of these pro-inflammatory mediators were obtained
using an ex vivo human skin explant model, following both topical or basal layer stimulation with
bacterial supernatants containing all PSMs, and from mutants deficient in PSMs a or all PSMs. In
addition, topical stimulation of this ex vivo 3D explant model resulted in induction of inflammation, a
finding suggesting that secreted factors for S. aureus, including PSMs, can diffuse through the
stratum corneum to target keratinocytes and trigger an innate immune response without altering
skin integrity. It was previously shown that extracellular proteases of S. aureus are involved in
bacterial penetration through the epidermal barrier [197]. As purified PSM a3 alone did not seem to

be able to cross the stratum corneum to induce skin inflammation, we hypothesize that extracellular
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proteases contained in bacterial culture supernatants could promote the diffusion of PSM through
skin layers. This is in agreement with a recent study suggesting that S. aureus protease activity is
necessary for PSM a to activate keratinocytes when an intact stratum corneum is present[335].
Previously, ex vivo human skin explants have been used to study S. aureus adhesion and biofilm
development [341, 342] and our results suggest that it is also a relevant model to mimic
epicutaneous stimulation with S. aureus virulence factors. Otherwise, our results obtained on ex vivo
human skin explants were consistent with those obtained on skin of mice challenged with topical
exposure of either bacterial supernatants from a PSMs a-deficient strain or live S. aureus strain
deleted for PSMs a, showing that PSMs a are critical to cutaneous inflammation induction [179, 186].
Taken together, our results underline the strong pro-inflammatory action of PSMs a in human skin
and suggest a major role for PSMs a, most likely due to PSM a3, among secreted virulence factors of

S. aureus in the cutaneous inflammatory response.

In this study, the proinflammatory action of PSMs a observed at sub-lytic conditions could involve
mechanisms other than the previously described alarmin release associated with keratinocyte lysis
[178, 179]. In neutrophils, PSMs exert pro-inflammatory action through the FPR2 receptor. It has
been shown that blocking FPR2 with its antagonist WRW4 resulted in complete inhibition of
neutrophil response to PSMs, whereas blocking FPR1 and FPR3 had no effect [180, 332, 343]. In
addition, WRW4 was able to inhibit the mast cell degranulation induced by 6-toxin in a mouse model
[209]. In the primary human keratinocytes used in this study, FPR2 was not expressed and the WRW4
inhibitor did not modulate the cytokine and chemokine expression induced by PSMs a, thereby
suggesting FPR2-independent mechanisms. On the other hand, the involvement of TLR2 and MYDS8S,
a canonical adaptor implicated in this TLR pathway [344], in the keratinocyte response to PSMs was
investigated. Previously, a PSM a deficient strain of S. aureus was shown to considerably decrease
TLR2 activation and CXCL8 production in TLR2-transfected HEK cells as compared to the wild-type
strain [187]. Nevertheless, inflammation driven through the activation of TLR2 was observed only
when bacterial extracellular factors, especially lipoproteins, were present. Indeed, stimulation of
TLR2-transfected HEK cells with synthetic PSM a3 alone did not result in TLR2 activation [187]. To
assess the role of TLR2 in response to PSMs in primary human keratinocytes, which are known to
express functional TLR2 [345, 346], a blocking antibody against TLR2 was added prior to PSMs a-
stimulation, and no modulation of the inflammation was observed. Lastly, the same observations
were made using an inhibitor of the MyD88 protein that was previously identified as a driver of
cutaneous inflammation following epicutaneous S. aureus stimulation [179, 186]. Consequently, our
results seem to exclude action of PSMs a through FPR2, TLR2 and MyD88 pathways in keratinocytes.

To conclude, all pathways and receptors previously identified in other cell types as potent actors in
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response to PSMs did not seem to be involved in the inflammation triggered in primary human
keratinocytes. Further investigations need to be performed to identify the signaling pathways

activated by PSMs a in primary human keratinocytes.

The ability of PSMs a to induce overexpression and secretion of a large panel of pro-inflammatory
cytokines and chemokines in human skin could be implicated in exacerbation of inflammatory skin
diseases such as AD. Indeed, AD patients exhibit dysbiosis of their skin microbiome with S. aureus as
the dominant species, and S. aureus colonization of lesional skin is associated with increased disease
severity [134, 135]. Our results with human skin explants stimulated by bacterial supernatants
suggest that PSMs a can diffuse through the epidermis when applied topically to the stratum
corneum. Among the genes overexpressed by PSMs a in keratinocytes, CXCL1, CXCL2, CXCL5 and
CXCL8 are powerful neutrophil chemoattractant proteins. These chemokines have been reported to
be overexpressed in skin biopsies from AD patients [347-349] and could be implicated in the
neutrophil infiltration and inflammation observed in AD [350]. In agreement, reduced neutrophil
infiltration in the skin of mice challenged with a topical application of live S. aureus deficient for
PSMs a as compared to mice challenged with live WT S. aureus has been reported [179, 186].
Consequently, PSMs a can enhance neutrophil activation and infiltration in AD lesional skin. In
addition, we found that PSMs a stimulated CCL20 expression and production. This chemokine, which
is associated with the Th1l7 immune response, is upregulated in non-lesional as well as lesional skin
and the blood of AD patient [347, 351-353] and may also be implicated in the recruitment of
dendritic cells and memory and effector T cells into the dermis of AD patients [354]. Concerning the
pro-inflammatory cytokines, keratinocyte stimulation with PSMs a resulted in enhanced expression
of IL-6, TNF-a as well as IL-1 family cytokines (IL-1B and IL-36y), which are known to be
overexpressed in skin from AD patients and to regulate chemokine expression in keratinocytes [347,
348, 355]. Through induction of various inflammatory mediators known to be upregulated in AD
patients, PSMs a could thereby contribute to the exacerbation of the inflammatory reactions in
lesional skin of AD patients and promote disease severity. Finally, due to their pro-inflammatory

properties on epidermis, PSMs a could also be involved in other S. aureus—associated skin infections.

To summarize, a critical role of PSMs a in the inflammatory response of primary human keratinocytes
induced by S. aureus was highlighted. First, their ability to impair keratinocyte viability at low
concentrations was demonstrated. After which, in non-cytotoxic conditions, PSMs a appear as major
bacterial secreted virulence factors able to trigger pro-inflammatory chemokine and cytokine
expression in the epidermis. By inducing chemokines and cytokines known to be highly expressed in

skin of AD patients, PSMs a may be implicated in the exacerbation of inflammation during AD.
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Finally, an innovative ex vivo 3D model of human skin explants was developed in order to mimic
epicutaneous exposure of S. aureus-secreted products, which can reflect the skin colonization of the
upper layer of human skin occurring in AD patients. This model, closer to in vivo, could be used to
reproduce the impaired skin barrier or cytokine environment characteristic of AD and, finally, to

improve understanding of the role of PSMs a in the exacerbation of inflammation during AD.
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Au cours d’études antérieures, différentes voies de signalisation de I'inflammation cellulaire, induites
par les PSMs, ont été identifiées. Dans les neutrophiles, les PSMs agissent via le récepteur formyl
peptide 2 (FPR2). En effet, le WRW4, un antagoniste du FPR2, a été identifié comme inhibant la
réponse des neutrophiles aux PSMa, mais également la dégranulation des mastocytes induite par la
toxine 6 [180, 209, 332]. En revanche, dans notre travail, I'incubation des kératinocytes en présence
de WRW4, avant stimulation par la PSMa3 synthétique, n’inhibe pas la surexpression des cytokines
et chimiokines pro-inflammatoires, et semble méme plutét 'augmenter (Figure 36). Cependant, la
guantification par RT-gPCR de ’ARNm codant FRP2 dans les kératinocytes utilisés a ensuite révélé
I’absence du récepteur. Ainsi, I'effet observé est probablement di a un effet non spécifique et
indépendant de I'action du WRW4, puisque I'incubation des cellules en présence de I'antagoniste du
FPR2 seul n’a provoqué aucune augmentation de I'expression des médiateurs étudiés.

Les voies de signalisation dépendantes du TLR2 et de MyD88 pourraient également étre impliquées
dans la réponse aux PSMs. En effet, les PSMa, en présence des facteurs bactériens extracellulaires,
induisent I'activation du TLR2 dans des cellules embryonnaires de rein génétiquement modifiées
pour exprimer ce récepteur [187]. De méme, dans un modéle murin d’infection épicutanée par S.
aureus, la voie MyD88 est apparue comme essentielle dans l'initiation de I'inflammation cutanée
[179, 186]. Suite a ces travaux, un anticorps anti-TLR2 et I'inhibiteur de la voie MyD88, Pepin MyD,
ont été testés, selon le méme protocole que le WRW4. La présence de |'anticorps anti-TLR2 ne
modulait pas I'expression des médiateurs pro-inflammatoires par comparaison a l'inflammation
induite par la PSMa3 synthétique seule. D’autre part, a lI'identique du WRWA4, I'inhibiteur Pepin MyD
se révélait incapable d’inhiber I'inflammation causée par la PSMa synthétique, avec méme une
tendance paradoxale a I'augmenter (Figure 36). De plus, I'ajout des inhibiteurs seuls n’induisait pas
de modulation de I'expression des médiateurs de I'inflammation excluant un réle pro-inflammatoire
propre des inhibiteurs.

Ainsi, ces résultats semblent exclure une action des PSMs dans I'inflammation cutanée via le FPR2 et

des voies de signalisation dépendantes de TLR2 et MyD88.
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Figure 36 : Caractérisation des voies de signalisations impliquées dans la réponse inflammatoire induite par
la PSMa3 synthétique dans les kératinocytes primaires humains. Les kératinocytes ont été incubés en
présence de WRW4 (antagoniste du récepteur FPR2) a 1 uM, d’un anticorps bloquant anti-TLR2 a 10 uM et de
Pepinh MYD (inhibiteur de la voie MyD88) a 5 uM pendant 2h. Par la suite, ils ont été stimulés par la PSMa3
synthétique a 1 uM pendant 3 h. L’expression relative des chimiokines CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCLS8 et
CCL20 (A) et des cytokines IL-6, TNF-a, IL-1a, IL-1B et IL-36y (B) a été mesurée dans les kératinocytes stimulés
par rapport aux kératinocytes contrdles. Les données correspondent a la moyenne + SEM de 3 expériences

indépendantes.

II. Role des PSMs dans la réponse inflammatoire des fibroblastes

Aprés avoir identifié un fort potentiel des PSMa a induire une réponse inflammatoire dans les
kératinocytes, nous nous sommes intéressés a leur action sur les fibroblastes, 2°™ type cellulaire le
plus important de la peau. Nous avons tout d’abord évalué la cytotoxicité des sécrétomes sur les
fibroblastes primaires humains en nous limitant au sécrétome contenant I'ensemble des PSMs, qui
était le seul a induire une forte toxicité sur les kératinocytes primaires humains. Aucune toxicité de

ce sécrétome n’a été observée sur les fibroblastes, méme a de fortes concentrations, supérieures a
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10 % V/V (Figure 37). Contrairement aux résultats observés dans les kératinocytes, ou le sécrétome
contenant I’'ensemble des PSMs, induisait une baisse de viabilité de plus de 40 % a une concentration

de 2 % V/V seulement, celui-ci ne semble pas altérer la viabilité des fibroblastes.
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Figure 37 : Viabilité des fibroblastes primaires humains apres stimulation par le sécrétome de la souche de S.
aureus produisant ’ensemble des PSMs. Des fibroblastes primaires humains ont été exposés pendant 24 h au
sécrétome d’une souche de S. aureus produisant 'ensemble des PSMs (Total PSMs). La viabilité cellulaire a été
évaluée en utilisant un test de prolifération cellulaire (XTT). Les données présentées correspondent a la

moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes.

Par la suite, la réponse inflammatoire induite par les PSMs de S. aureus a été étudiée dans les
fibroblastes. Pour cela, les fibroblastes ont été stimulés 3 h ou 24 h par les sécrétomes des 3 souches
de S. aureus, la souche produisant I'ensemble des PSMs (Total PSMs), la souche délétée pour le géne
codant les PSMal-4 (A PSMal-4), et la souche délétée des génes codant I'ensemble des PSMs (A
Total PSMs). Les sécrétomes ont été utilisés a une concentration de 10 % V/V, considérée comme
non cytotoxique pour les fibroblastes. Une étude transcriptomique d’un panel de génes codant des
cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires a été réalisée par RT-qPCR. Apres 3 h de stimulation
par le secrétome contenant I'ensemble des PSMs, une légere, mais non significative, induction de
I’expression des chimiokines et cytokines pro-inflammatoires étudiées, a été observée. En effet, une
augmentation d’un facteur 3 de I'expression des génes codant CXCL1, CXCL2 et CXCL3 était observée
tandis que les genes codant CXCL5, CXCL8 et IL-6 voyaient leur transcription multipliée par 2 (Figure
38A). Cette augmentation est plus faible que celle observée dans les kératinocytes ou I'expression
des genes CXCL2, CXCL8 et IL-6 était respectivement augmentée par 4, 5, et 14 en présence du

sécrétome contenant I'ensemble des PSMs a une concentration de 1 % V/V. De plus, une
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augmentation similaire de I'expression de ces genes était observée lors de la stimulation des
fibroblastes avec les sécrétomes des 2 autres souches ne produisant pas, ou en partie les PSMs
(Figure 38A). De ce fait, contrairement a la réponse observée dans les kératinocytes, les PSMs ne
semblent pas étre responsables de l'induction de l'inflammation dans les fibroblastes. Ainsi, les
kératinocytes apparaissent comme étant la cible principale des PSMs de S. aureus dans la peau.
Enfin, a I'instar des kératinocytes, aucun des 3 sécrétomes n’induisait d’augmentation de I'expression
des genes codant les chimiokines et cytokines pro-inflammatoires aprés 24 h de stimulation (Figure

38B).
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Figure 38 : Modulation de I’expression de médiateurs pro-inflammatoires dans les fibroblastes aprés 3 h et
24 h de stimulation par les sécrétomes de souches de S. aureus sécrétrices ou non de PSMs. L’expression
relative de CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL8 et IL6 a été mesurée dans des fibroblastes primaires humains
apres 3 h (A) et 24 h (B) de stimulation par les sécrétomes d’une souche de S. aureus produisant I’'ensemble des
PSMs (Total PSMs), d’une souche délétée pour les PSMal-4 (A PSMal-4) et d’une souche délétée pour
I’ensemble des PSMs (A Total PSMs) puis comparée aux fibroblastes contrdles. Les données correspondent a la

moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes.
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IIl. Etude de linfluence des PSMs dans la réplication virale de
I’THSV-1 au niveau cutané

Les patients atteints de DA étant caractérisés par une forte colonisation des lésions par S. aureus et
par un risque important de développer des infections virales en particulier par ’'HSV-1, I'interaction
entre ces 2 pathogénes semblait pertinente a étudier. En effet, au préalable, il a été mis en évidence
un role de la toxine a de S. aureus, toxine capable de former des pores dans la membrane, dans les
infections virales [242]. A des concentrations non lytiques, la toxine a entrainait une augmentation
d’environ 60 fois la charge virale de I'HSV-1 dans des kératinocytes primaires humains en favorisant
I’entrée du virus dans les cellules [242]. En revanche, les superantigenes SEB et TSST-1 n’avaient pas
d’effet sur la charge virale [242]. Les PSMs étant également capables d’altérer les membranes des
cellules hoétes [167], I'hypothése d’une action des PSMs sur le virus HSV-1 et les infections

herpétiques cutanées a été envisagée.

Afin d’étudier I'effet des PSMs sur les infections par I’'HSV-1 des kératinocytes, les cellules ont été
incubées pendant 3 h ou 24 h par la PSMa3 synthétique puis, infectées par le virus HSV-1 a une
multiplicité d’infection (MOI) de 0,1 pendant 24 h et 48 h. La quantification de I’ADN viral dans les
surnageants de culture et dans les nappes cellulaires n’a montré aucune différence entre les
kératinocytes traités ou non par la PSMa3 synthétique, quelle que soit la concentration de la PSMa3
synthétique utilisée, le temps de traitement ou le temps d’infection (Figure 39). Par conséquent,
contrairement a ce qui a été mis en évidence avec la toxine a, la PSMa3 ne semble pas favoriser la

réplication du virus HSV-1 dans les kératinocytes.
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Figure 39 : Influence de la PSMa3 synthétique de S. aureus sur la réplication de I’'HSV-1 dans les
kératinocytes. Les kératinocytes primaires humains ont été traités pendant 3 h (A, C) ou 24 h (B, D) par la
PSMa3 synthétique 3 1 uM et 2 uM. Par la suite, ils ont été infectés par la souche HSV-1 ATCC® VR260™ a une
multiplicité d’infection (MOI) de 0,1 pendant 24 h et 48 h. La charge virale a été déterminée dans les
surnageants de culture (A, B, en log10 copies d’ADN viral/mL) et dans les lysats cellulaires (C, D, en log10 copies
d’ADN viral /ng d’acides nucléiques totaux). Les données présentées correspondent a la moyenne + SEM d’au

moins 3 expériences indépendantes.

Par la suite, nous avons réalisé la méme expérience en utilisant les sécrétomes des 3 souches de S.
aureus afin de voir si les PSMs, autres que la PSMa3, pouvaient avoir un role sur la réplication de
I'HSV-1. Dans les surnageants de culture de kératinocytes primaires humains traités pendant 3 h par
les sécrétomes issus de la souche produisant I'ensemble des PSMs (Total PSMs) ou délétée pour les
PSMa1l-4 (A PSMa1l-4), et infectées 24 h par I'HSV-1, une augmentation non significative de la
quantité d’ADN viral d’un facteur d’environ 2,5 a été observée. En présence du sécrétome de la
souche ne contenant aucun PSMs (A Total PSMs), une augmentation d’environ 7 a été en revanche
constatée aprés 24 h d’infection mais elle restait également non significative (Figure 40A).

Cependant, la quantité d’ADN viral contenue dans les nappes cellulaires était équivalente quelles que
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soient les conditions (Figure 40B). Ainsi, les PSMs de S. aureus ne semblent pas favoriser la
réplication de I’'HSV-1 dans les kératinocytes mais d’autres facteurs bactériens contenus dans les

sécrétomes des souches étudiées semblent vouloir favoriser la réplication virale.
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Figure 40 : Influence des PSMs de S. aureus sur la réplication de I'HSV-1 dans les kératinocytes. Les
kératinocytes primaires humains ont été traités pendant 3 h par les sécrétomes d’une souche de S. aureus
produisant I'ensemble des PSMs (Total PSMs), d’une souche délétée pour les PSMal-4 (A PSMa1l-4) et d’une
souche délétée pour I'ensemble des PSMs (A Total PSMs). Par la suite, ils ont été infectés par la souche HSV-1
ATCC® VR260™ & une MOI de 0,1 pendant 24 h et 48 h. La charge virale a été déterminée par gqPCR dans les
surnageants de culture (A, en log10 copies d’ADN viral/mL) et dans les lysats cellulaires (B, en log10 copies
d’ADN viral /ng d’acides nucléiques totaux). Les données montrées correspondent a la moyenne + SEM de 3

expériences indépendantes.

Les PSMs ne semblant pas avoir d’action sur la réplication de 'HSV-1 dans les kératinocytes, leur réle
a ensuite été évalué dans les fibroblastes. De ce fait, les fibroblastes ont été traités par les
sécrétomes des 3 souches de S. aureus pendant 3 h puis infectés par I’'HSV-1 toujours a une MOI de
0,1 pendant 24 h et 48 h. Aucune différence dans la charge virale contenue dans les surnageants et
les nappes cellulaires n’a été observée entre les différentes conditions testées (Figure 41). Ainsi, les

PSMs ne semblent pas non plus moduler I'infection des fibroblastes par I'HSV-1.
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Figure 41 : Influence des PSMs de S. aureus sur la réplication de I’'HSV-1 dans les fibroblastes. Des fibroblastes
primaires humains ont été traités pendant 3 h par les sécrétomes d’une souche de S. aureus produisant
I’'ensemble des PSMs (Total PSMs) et d’une souche délétée pour 'ensemble des PSMs (A Total PSMs) avant
d’étre infectés par la souche HSV-1 ATCC® VR260™ & une MOI de 0,1 pendant 24 h et 48 h. La charge virale a
été ensuite déterminée par qPCR dans les surnageants de culture (A, en log10 copies d’ADN viral/mL) et dans
les lysats cellulaires (B, en log10 copies d’ADN viral /ng d’acides nucléiques totaux). Les données correspondent

a la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes.

Enfin, nous avons utilisé un modeéle ex vivo 3D d’explant de peau humaine permettant d’avoir la
structure compléte de I'épiderme, et donc plus proche de I’environnement naturel qu’une culture
cellulaire en monocouche, afin d’évaluer le réle des PSMs dans les infections herpétiques cutanées.
Les sécrétomes de la souche produisant I'ensemble des PSMs (Total PSMs), et des souches délétées
pour les PSMal-4 (A PSMal-4) ou pour I'ensemble des PSMs (A Total PSMs) ont été déposés
directement au niveau du stratum corneum, en utilisant un disque de papier, et cela pendant 24 h.
En utilisant le méme principe, le virus HSV-1 a ensuite été, lui aussi, déposé au niveau du stratum
corneum pendant 24 h ou 48 h afin de mimer les surinfections retrouvées dans la DA. La charge virale
de I'HSV-1 a été déterminée dans les surnageants de culture ol aucune différence significative n’a
été observée entre les explants traitées avec les PSMs ou non (Figure 42A). En revanche, dans les
explants, bien que les différences observées ne soient pas significatives, les sécrétomes des souches
délétées pour les PSMal-4 ou pour I'ensemble des PSMs entrainent une diminution de la quantité
d’AND viral, allant respectivement d’un facteur 2 a 5 et 5 a 20 selon les temps d’infection (Figure
42B). Ces résultats laissent tout de méme penser que les PSMs pourraient favoriser la pénétration du
virus dans I'épiderme. En effet, 'absence de modulation de la quantité d’ADN viral dans les

surnageants pourrait s’expliquer par un défaut de relargage des virus d a un délai trop court, une
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rétention dans le stratum corneum ou encore une différence d’infection, qui aurait lieu, plutot au

niveau des couches profondes que superficielles.
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Figure 42 : Influence des PSMs de S. aureus sur la réplication de I’'HSV-1 dans un modéle 3D d’explant de
peau humaine. Les explants de peau humaine ont été traités en topique pendant 24 h par les sécrétomes
d’une souche de S. aureus produisant I'ensemble des PSMs (Total PSMs), d’'une souche délétée pour les
PSMal-4 (A PSMal-4) et d’'une souche délétée pour I'ensemble des PSMs (A Total PSMs). Par la suite, ils ont
été infectés en topique par 1,6x10° particules de virus HSV-1 GFP H129772 pendant 24 h et 48 h. La charge
virale a été ensuite déterminée par qPCR dans les surnageants de culture (A, en log10 copies d’ADN viral/mL) et
dans les lysats cellulaires (B, en logl0 copies d’ADN viral /ng d’acides nucléiques totaux). Les données

présentées correspondent a la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes.

Enfin, méme si dans un contexte d’infection cellulaire, les PSMa ne semblent pas étre des facteurs
majeurs favorisant la réplication de I’'HSV-1, nous avons étudié I'action de la PSMa3 synthétique
directement sur le virus. Pour cela, une suspension virale a été incubée en présence ou non de la
PSMa3 synthétique a 1 uM pendant une heure a 37 °C avant titrage sur cellules Vero. Aucune
différence dans les titres viraux avec ou sans PSMa3 synthétique n’a été constatée (Figure 43). Par
conséquent, la PSMa3 ne semble pas avoir d’action directe sur le virus HSV-1 en ne modulant pas le

pouvoir infectieux des particules virales.
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Figure 43 : Evaluation de I'action directe de la PSMa3 synthétique de S. aureus sur ’HSV-1. Le virus HSV-1
ATCC® VR260™ a été incubé en présence ou non de la PSMa synthétique 3 1 pM pendant une heure a 37 °C
avant titrage sur cellules Vero. Les titres viraux sont exprimés en TCIDso/mL. Les données présentées

correspondent a la moyenne + SEM de 2 expériences indépendantes.
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Chapitre 2 : Exploration des facteurs cytokiniques de
la DA dans la prédisposition aux complications
herpétiques et aspects thérapeutiques

. Influence des facteurs cytokiniques sur la réplication du virus
HSV-1

La DA se caractérise par une trés forte expression de cytokines de type Th2 comme I'lL-4, I'lL-13 et
I'IL-31 ainsi que de type Th22 comme I'lL-22 [122, 294, 295]. De plus, d’autres médiateurs de la
réponse Th2 sont trés fortement produits, notamment par les kératinocytes, comme I'IL-25, I'IL-33
ou encore la TSLP [78, 111, 296]. Au-dela de leur r6le sur la réponse inflammatoire, ces cytokines
semblent favoriser les infections par I'HSV-1. C’est le cas de I'lL-4, de I'IL-13 et de I'lL-25 qui
augmentent significativement la réplication de I’"HSV-1 dans les kératinocytes [100]. C'est pourquoi
notre objectif a été de tester plusieurs combinaisons de cytokines surexprimées dans la DA afin

d’évaluer leur réle dans la réplication de I’'HSV-1 et cela dans plusieurs modeles.

La premiére combinaison de cytokines testée était composée d’IL-4, d’IL-13, d'IL-22 et de TNF-a. Ce
mélange est connu pour mimer in vitro les caractéristiques de la DA sur des modeles de
kératinocytes en monocouches ou d’épidermes reconstruits [42]. En effet, cette combinaison
entraine une inhibition de I'expression de genes de différenciation cellulaire comme la filaggrine, une
faible induction de I'expression des PAMs comme la psoriasine et I’'hBD2, et une surexpression de
nombreuses chimiokines dans des kératinocytes primaires humains en monocouche. Ces cytokines
entrainent les mémes effets sur des épidermes reconstruits ainsi qu’une modification de I'histologie
se traduisant par une perte de cohésion cellulaire et une orthokératose [42]. En revanche, I'effet de
cette combinaison sur les infections virales n’a pas été étudié. La deuxieme combinaison testée était
composée d’'IL-4, d’'IL-13 et d’IL-25. En effet, il a été préalablement montré une action synergique de
ces 3 cytokines, surexprimées dans la DA, dans I'inhibition de I'expression de la filaggrine ainsi que
dans I'augmentation de la réplication de I'HSV-1 dans les kératinocytes primaires humains [100].
Enfin, une combinaison de cytokines produites par les cellules épithéliales, I'IL-25, I'lL-33 et la TSLP, a
été testée. Ces 3 cytokines sont connues pour étre pro-Th2 et elles sont fortement surexprimées
chez les patients atteints de DA [296]. De plus, dans un modele murin de DA, il a été montré un réle
proviral de I'lL-33 et de la TSLP sur le virus de la vaccine [126] mais leur réle dans les infections par

I'HSV-1 n’a pas été évalué.
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Ainsi, dans un premier temps, des kératinocytes primaires humains normaux en monocouche ont été
traités pendant 24 h par ces 3 combinaisons de cytokines puis infectés pendant 24 h ou 48 h par
I’'HSV-1 a une MOI de 0,1. La quantification de I’ADN viral, dans les surnageants de culture ainsi que
dans les nappes cellulaires, n’a montré aucun effet significatif des 3 combinaisons testées. En effet, le
nombre de copies d’ADN viral est relativement similaire dans les kératinocytes traités et non traités
(Figure 44) Ainsi, dans ces conditions d’étude ces 3 combinaisons ne semblent pas favoriser les

infections par I’"HSV-1.
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Figure 44 : Influence de différentes combinaisons de cytokines surexprimées dans la DA sur la réplication de
’HSV-1 dans les kératinocytes. Des kératinocytes primaires humains ont été incubés en présence de 3
combinaisons de cytokines surexprimées dans la DA : (i) IL-4 + IL-13 + IL-22 + TNF-q, (ii) IL-4 + IL-13 + IL-25 ou
(iii) 1L-25 + IL-33 + TSLP, chacune a 10 ng/mL pendant 24 h. Par la suite, les kératinocytes ont été infectés par
I’HSV-1 ATCC® VR260™ & une MOI de 0,1 pendant 24 h et 48 h. La charge virale a été déterminée dans les
surnageants de culture (A, en logl0 copies d’ADN viral/mL) et dans les lysats cellulaires (B, en log10 copies
d’ADN viral /ng d’acides nucléiques totaux). Les données présentées correspondent a la moyenne + SEM de 3

expériences indépendantes.

Par la suite, des explants de peau humaine ont été traités par ces 3 combinaisons de cytokines
pendant 24 h, puis infectés en topique par I’'HSV-1 pendant 24 h, 48 h et 72 h. La quantification de
I’ADN viral dans les surnageants de culture n’a pas montré de réelle différence entre les explants non
traités et traités, et cela quel que soit le temps d’infection, avec seulement quelques variations d’un
facteur 2 (Figure 45A). En revanche, dans le cas d’une infection de 24 h, la quantité d’ADN viral dans
les explants était augmentée de plus de 12,5 fois lorsque les explants étaient traités par la
combinaison (i) IL-4 + IL-13 + IL-22 + TNF-a et de plus de 30 fois lorsque les explants étaient traités

par les 2 autres combinaisons par rapport aux explants non traités. Plus aucune différence n’était
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constatée apreés 48 h et 72 h d’infection (Figure 45B). Ces résultats semblent donc suggérer une

influence de I'ensemble des cytokines testées sur I'entrée du virus dans les explants.
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Figure 45 : Influence de différentes combinaisons de cytokines surexprimées dans la DA sur la réplication de
I’HSV-1 dans un modeéle 3D d’explant de peau humaine. Les explants ont été incubés en présence de 3
combinaisons de cytokines surexprimées dans la DA : (i) IL-4 + IL-13 + IL-22 + TNF-q, (ii) IL-4 + IL-13 + IL-25 ou
(iii) 1L-25 + IL-33 + TSLP, chacune a 10 ng/mL pendant 24 h. Par la suite, ils ont été infectés en topique par
1,6x10° particules de la souche HSV-1-GFP H123772 pendant 24 h, 48 h ou 72 h. La charge virale a été
déterminée dans les surnageants de culture (A, en log10 copies d’ADN viral/mL) et dans les lysats cellulaires (B,
en logl0 copies d’ADN viral/ng d’acides nucléiques totaux). Les données présentées correspondent a la

moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes.

Afin de comprendre par quels mécanismes agissent les cytokines pour favoriser la réplication virale,
nous avons étudié I'expression de différents génes codant des protéines de différenciation cellulaire.
Deux combinaisons sur trois, (i) IL-4 + IL-13 + IL-22 + TNFa et (ii) IL-4 + IL-13 + IL-25 inhibaient, dans
les explants traités pendant 24 h, I'expression de la filaggrine et de la loricrine, deux protéines du
stratum corneum, impliquées dans les étapes de différenciation cellulaire (Figure 46A-B). De plus,
aprés 24 h d’infection, I'inhibition de I'expression de la filaggrine et de la loricrine était toujours
marquée. Par ailleurs, aucun effet n’était constaté sur I'expression de la desmogléine-1, protéine du
stratum granulosum, de I'occludine et de la claudine-1, deux protéines des jonctions serrées, ni sur la
cornéodesmosine, protéine des cornéodesmosomes (Figure 46C-F). Il semblerait donc que ces 2
combinaisons de cytokines favorisent la réplication de I’'HSV-1 en facilitant I’'entrée du virus via une
altération de la barriére cutanée et de la différentiation cellulaire terminale. En revanche, la
troisieme combinaison (iii) composée d’IL-33 + IL-25 + TSLP ne modulait pas I'expression des 6
protéines de différenciation cellulaires testées (Figure 42A-F). Ainsi son action sur I'entrée de I'HSV-1

dans les explants pourrait dépendre d’'un mécanisme différent de I'altération de la barriere cutanée.
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Figure 46 : Effet des combinaisons de cytokines sur I'expression des protéines de différenciation cellulaire.
L’expression relative de la Filaggrine (A) ; Loricrine (B), Desmogléine-1 (C), Occludine (D), Cornéodesmosine (E)
et de la Claudine-1 (F) a été calculée dans les explants traités par les 3 combinaisons de cytokines surexprimées
dans la DA : (i) IL-4 + IL-13 + IL-22 + TNF-a, (ii) IL-4 + I1L-13 + IL-25 ou (iii) IL-25 + IL-33 + TSLP pendant 24 h, puis
infectés ou non pendant 24 h, par rapport aux explants contréles. Les données présentées correspondent a la

moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes.
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Il. Effets antiviraux de peptides antimicrobiens naturels

Les infections par le virus HSV concernent plus d’un tiers de la population mondiale et affectent, Ia
plupart du temps, la peau et les muqueuses [216]. Cependant, des infections disséminées peuvent
apparaitre dans certains cas et devenir dangereuses, comme chez les patients atteint de DA qui
présentent un risque de développer une infection cutanée disséminée appelée eczéma herpétisé
[229, 254]. A ce jour, les thérapies utilisées pour lutter contre I’"HSV inhibent la réplication virale en
ciblant 'ADN polymérase mais ne permettent en aucun cas d’inactiver les virus déja formés [232,
287]. De plus, I'ACV, traitement le plus utilisé, ainsi que ses dérivés, font parfois I'objet de résistances
dues a 'apparition de mutations et peuvent entrainer des problémes rénaux [232, 287, 356, 357].
Ainsi, le développement de nouveaux antiviraux contre I'HSV reste une problématique importante
afin de s’affranchir de ces mécanismes de résistance. Dans le cadre de ces travaux, nous nous
sommes intéressées a des PAMs issus du rat taupe glabre (Hg-CATH) et du python birman (Pb-
CATHA4), et a leur potentielle action antivirale sur I’'HSV-1. De précédents travaux réalisés dans notre
équipe ont mis en évidence le réle d’autres PAMs comme la LL-37, cathélicidine humaine, ou encore
les temporines Tb et SHa, deux PAMs issus d’amphibiens, dans l'inhibition de la réplication virale de
I’'HSV-1 [37]. Comme les temporines, Hg-CATH et Pb-CATH4 possédent une forte activité
antibactérienne contre différentes souches a Gram négatif telles qu’Escherichia Coli, Pseudomonas
aeruginosa ou encore Salmonella typhimurium, et semblent agir directement en altérant Ila
membrane bactérienne [358, 359]. En revanche, leur réle contre les virus n’a pas encore été
investigué. Dans le cadre de ces travaux, nous avons étudié I'effet de ces 2 peptides sur la réplication
de I'HSV-1 dans les kératinocytes primaires humains afin d’identifier de nouveaux candidats pour de
potentielles applications thérapeutiques. Nous avons également commencé a étudier leur
mécanisme d’action antivirale. Ces travaux font I'objet d’un article en cours de préparation par
Damour A et al., intitulé “Characterization of antiviral activity of cathelicidin from naked mole rats

and Python bivittatus on human herpes simplex virus” présenté ci-dessous.
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Characterization of antiviral activity of cathelicidin from naked mole

rats and Python bivittatus on human herpes simplex virus 1

ABSTRACT

Hg-CATH and Pb-CATH4, cathelicidins from Heterocephalus glaber and Python bivittatus, was
previously identified as potent antibacterial peptides. However, their antimicrobial activity against
virus was not previously investigated. In this study, the antiviral properties of Hg-CATH and Pb-CATH4
against the herpes simplex virus (HSV) 1 were evaluated in primary human keratinocytes using non
cytotoxic concentrations. Both of them were able to significantly reduce the viral replication of HSV-1
and the production of infectious viral particles in keratinocytes, with a stronger activity for Pb-
CATH4. These peptides did not show direct virucidal activity and did not exhibit significant
immunomodulatory properties except for Pb-CATH4, which exert a slight pro-inflammatory action.
Consequently, Hg-CATH and Pb-CATH4 were identified as potent candidate for the development of

new therapies against HSV-1.

KEY WORDS

Hg-CATH — Pb-CATH4 — herpes simplex virus | — keratinocytes — antiviral

132



INTRODUCTION

Human herpes simplex viruses (HSV) 1 and 2 are enveloped DNA viruses that belong to Herpesviridae
family and Alpha herpesvirinae subfamily that includes varicella-zoster virus (VZV) [210, 211]. More
than one third of the population is exposed to HSV and transmission occurs through direct contact
with infected secretions [216]. HSV is a neurotropic and dermotropic virus involved in skin and
mucosa infections by replicating in stratified squamous epithelia where keratinocytes are the first
target, but it is also responsible for severe neonatal and neurological infections. HSV-1 used to be
mainly responsible for oral, ocular and neurological infections while HSV-2 caused genital and
neonatal infections, but because of changes in oral sex practices in the recent past years, HSV-1 is
now currently also involved in genital and neonatal infections [217, 221, 225-227]. Classically, skin
and mucosal infections are localized but disseminated, potentially life-threatening infections can
occur as eczema herpeticum or neonatal infections when skin barrier or patient immune system are
compromised [243].

Currently, therapies used for the treatment of HSV infections such as nucleoside analog as Acyclovir
(ACV) are only virostatic that act by interfering with viral replication without altering the infectivity of
viral particles already produced. Nevertheless, resistance against these historical treatments is
emerging especially in immunocompromised patients mainly related to mutations of the viral
thymidine kinase (TK) or DNA polymerase genes [232, 287]. Consequently, the development of new

antiviral molecules exerting a strong antiviral activity on HSV-1 is an important challenge.

Antimicrobial peptides (AMPs) are classically small, cationic peptides, ranged from 12 to 50 amino
acids and are considered as part of the first line of defense against pathogens [360]. According to the
AMP database, more than 2600 AMPs have been identified in microorganisms, plants, vertebrates
and invertebrates with a potential broad-spectrum antimicrobial activity but also anticancer,
antioxidant or wound healing activities [361]. Their antimicrobial activity can be related to
microbicidal properties or immunomodulatory effects on the host response [36, 38, 39]. Among the
most studied AMP families, cathelicidins have two functional domains, the conserved proregion
cathelin-like and N-terminal active domain region, whereas defensins have a B-sheet structure
stabilized by intramolecular disulfide bonds [36, 39, 362]. Both cathelicidins and defensins exhibit
antiviral properties by directly interacting with the viral envelope or by indirect activity through
immunomodulation of the host response [38]. Thus, AMPs could represent an interesting alternative
to classical treatments as regards to their potential antiviral effect. For example, the human
cathelicidin LL-37 and the two amphibian AMPs temporin-Tbh and temporin-SHa, have recently been
shown to significantly reduce HSV-1 replication in keratinocytes [37]. While the antiviral effect of LL-

37 seems to depend mainly on immunomodulation of the host antiviral response involving the
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interferon (IFN) pathway, temporin-Tb and temporin-SHA seem to act directly on the viral particle

exerting virucidal activities [37, 363].

In this work, the potential antiviral activity of two cathelicidins recently identified in animals, Hg-
CATH and Pb-CATH4, was investigated. Hg-CATH is the only cathelicidin identified so far from the
naked mole rat Heterocephalus glaber, a long-live rodent resistant to spontaneous and
experimentally induced cancers [364]. This AMP exhibit a strong bactericidal activity against Gram-
negative bacteria such as Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhimurium
including antibiotic-resistant clinical strains [358]. Pb-CATH4 isolated from the Python bivittatus has a
potent activity against both Gram-negative reference and antibiotic-resistant clinical strains and
Gram-positive bacteria such as Bacillus cereus [359]. Hg-CATH and Pb-CATH4 seem to act by
disrupting the bacterial membrane following AMP binding. In addition, both of them have good
serum stability and exert low cytotoxicity on various mammalian cells making them excellent
candidates for therapeutic applications [358, 359]. Consequently, anti-HSV-1 properties of Hg-CATH

and Pb-CATH4 have been investigated on primary human keratinocytes.

MATERIAL AND METHODS

In silico analysis of peptide structures. The 3D structure of Hg-CATH and Pb-CATH4 peptide was
predicted using LOMET server [365], and then were energy minimized using GROMACS (GROningen
MAchine for Chemical Simulations) [366]. The visualization of their structures was performed using
Pymol [367]. The sequence-dependent peptide characteristics of the peptides including length,
hydrophobicity, amphipathicity, and net charge were reported in previous study [358, 359]. The
helicities of the peptides were calculated using the hierarchical neural network secondary structure

prediction method available from the Network Protein Sequence @nalysis server (http://npsa-
pbil.ibcp.fr) [368].

Peptides. Hg-CATH, SKFFRKARKKLGKGLQKIKNVLRKY, identified in silico from the genome of
Heterocephalus glaber and Pb-CATH4, TRSRWRRFIRGAGRFARRYGWRIA, identified in silico from the
genome of Python bivittatus, were synthetised by solid phase peptide synthesis and purified by high
performance liquid chromatography [358, 359]. Both peptides were provided by the Department of

stem cell and Regenerative Biotechnology of the Konkuk University (Seoul, South Korea).

Virus strain and production. To produce the viral stock, Vero cells were infected at multiplicity of
infection (MOI) of 0.1 with an HSV-1 strain (ATCC VR260, Manassas, VA, USA) for 3 days at 37 °C

under 5 % CO, humidified atmosphere. Cell supernatants were collected and clarified using a 10-
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minute, 1000 x g centrifugation. The clarified suspension was stored at — 80 °C until use. The viral

titer of 10%°° TCIDso/mL was determined by the Kdrber’s method using the end point dilution assay.

Isolation and culture of normal human epidermal keratinocytes from skin samples. The Ethics
Committee of the Poitiers Hospital approved the use of human skin samples for research studies.
After the provision of fully informed consent, normal abdominal or breast skin was obtained from
patients undergoing plastic surgery. Primary human keratinocyte isolation and culture have been

done as previously described [369].

Cell viability assay. 2x105 keratinocytes/well were plated in 1 mL of Keratinocytes serum free
medium (K-SFM, Gibco, Gaithersburg, MD, USA) supplemented with 25 pg/mL bovine pituitary
extract (BPE) and 0.25 ng/mL recombinant epidermal growth factor (EGF, Gibco) in 24-well plates for
antiviral and lactate dehydrogenase (LDH) assays. 4x104 keratinocytes/well were plated in 0.1 mL of
K-SFM supplemented with BPE and EGF in 96-well plates for XTT assays. When 80 % confluence was
reached, cells were starved in unsupplemented K-SFM. Keratinocytes were then stimulated for 24 h
with 5, 10, 20 and 40 pg/mL of Hg-CATH and Pb-CATH4. Cell viability assay was performed using the
cell proliferation kit Il (XTT, Roche, Basel, Switzerland) according to the manufacturer’s protocol. To
perform LDH assay, supernatants collected after 24 h of stimulation were mixed with 500 uL of PBS —
0.1 % Triton (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), whereas keratinocytes were lysed with 1 mL of
PBS — 0.1 % Triton and sonicated for 30 s. The LDH release was measured using the Cobas ® (Roche)
analyzer. Viability was calculated, yielding the ratio between the LDH released in supernatants and

the total LDH measured.

Direct and indirect antiviral effects of the AMPs. The antiviral properties of Hg-CATH and Pb-CATH4
were evaluated on primary human keratinocytes. Keratinocytes were incubated for 1 h with 10 and
20 pg/mL of Hg-CATH or 10 pg/mL of Pb-CATH4. Then, cells were infected by HSV-1 at a MOl of 0.1 or
mock-infected for 1 h. After removal of cell culture supernatant, the cell monolayer was rinsed twice
with 500 pL of Phosphate Buffer Solution (PBS, Gibco). Then, 500 uL of fresh medium containing the
initial concentration of Hg-CATH or Pb-CATH4 were added. After 24 h, 100 pL of cell culture
supernatants were harvested for viral DNA extraction in NucliSENS lysis buffer (BioMerieux, Marcy-
I'Etoile, France) and 400 pL was stored at — 20°C until use. The cell monolayer was lysed with 600 pL
of NucliSENS lysis buffer before extraction. For evaluation of the immunomodulatory effect of the

AMPs on keratinocytes, cells were stimulated by the AMPs for 24h.

Nucleic acid extraction. The total nucleic acids from cell lysates and cell culture supernatants were

extracted on the MagNA Pure Compact System (Roche) according to the manufacturer’s
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recommendations. Nucleic acid concentration and sample purity were evaluated using the Nanodrop

2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Viral DNA quantification by quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR). HSV-1
genome quantification in cell lysates and cell culture supernatants was performed by gPCR targeting

the Unit-Long (UL) 30 gene as previously described [37].

Transcriptomic analysis of the inflammatory and antiviral response in keratinocytes. Transcriptomic
analysis of the inflammatory and antiviral response in keratinocytes was performed as previously

described [37] using a panel of forward and reverse primers (Table 6).

Table 6: Sequences of primers used for RT-qPCR.

Gene Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3’)

CXCL-8 TTGCCAAGGAGTGCTAAAGAA AACCCTCTGCACCCAGTTTT
CXCL10 AAGGATGGACCACACAGAGG TGGAAGATGGGAAAGGTGAG
G3pdh GGCTCTCCAGAACATCATCCCTGC GGGTGTCGCTGTTGAAGTCAGAGG
IFIT2 GCGTGAGAAGGTGAAGAGG AATTTGGCAATGCAGGTAGG

MX1 ACCACAGAGGCTCTCAGCAT ACCACAGAGGCTCTCAGCAT
Viperin GGCAAGTTGGTGAGGTTCTG ACCACCTCCTCAGCTTTTGA

RPS28 CCGTGTGCAGCCTATCAAG CAAGCTCAGCGCAACCTC

TNF-a TCACCCACACCATCAGCCGCATCG GGGAAGGTTGGATGTTCGTCCTCC

Viral titration. The viral titer of cell culture supernatant was determined by end-point dilution assay
using Vero cells as described above. The virucidal properties of Hg-CATH and Pb-CATH4 were
assessed by pre-incubating the HSV-1 stock solution with 10 and 20 pg/mL of Hg-CATH and 10 pg/mL
of Pb-CATH4 for 1 h at 37 °C in a humidified atmosphere with 5 % CO, before titration using the end-
point dilution assay on Vero cells. The results were then compared to the titer of the HSV-1 solution

stock treated in the same conditions.

RESULTS

Cytotoxicity of Hg-CATH and Pb-CATH4 on primary keratinocytes. The cytotoxicity of 5, 10, 20 and
40 pg/mL of Hg-CATH or Pb-CATH4 was evaluated on primary human keratinocytes following 24 h of
incubation using XTT and LDH assays (Figure 47). Cell viability at a final concentration of 40 pug/mL for
Hg-CATH or 20 pg/mL and 40 pg/mL for Pb-CATH4 was significantly decreased whereas no significant
cytotoxicity was noted for the other concentrations. The following experiments were subsequently
done using the non-cytotoxic concentrations of 10 or 20 pg/mL for Hg-CATH and 10 pg/mL for Pb-
CATHA.
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Figure 47: Evaluation of Hg-CATH and Pb-CATH4 cytotoxicity in primary human keratinocytes. Keratinocytes
were exposed to Hg-CATH or Pb-CATH4 for 24 h. Cell viability was evaluated using a cell proliferation kit (XTT,
A) or LDH assay (B). Data are represented as mean + standard error of mean (SEM) of four independent

experiments. *p<0.05, **p<0.01.

Hg-CATH and Pb-CATH4 reduce HSV-1 replication in primary human keratinocytes. In order to
assess the antiviral effect of AMPs on HSV-1 replication in primary human keratinocytes, cells were
incubated 1 h with Hg-CATH or Pb-CATH4 prior infection with HSV-1 at a MOI of 0.1 for 24 h. The viral
load in cell culture supernatants of primary human keratinocytes treated with 20 pg/mL of Hg-CATH
or 10 ug/mL of Pb-CATH4 was significantly reduced of about 1-log (87 % and 93 % reduction)
compared to untreated cells (Figure 48A). The viral replication was also significantly reduced in cell
monolayer when primary human keratinocytes were treated with Hg-CATH and Pb-CATH4.
Interestingly, the inhibition of viral replication was concentration dependent as 10 and 20 pg/mL of
Hg-CATH inducing respectively 52 % and 75 % reduction of viral DNA copy number. The adjunction of
10 pg/mL of Pb-CATH4 resulted in the greatest antiviral effect reducing by 85 % the HSV-1 viral load
in cell monolayer (Figure 48B). In addition, the antiviral effect of 20 pg/mL of Hg-CATH and 10 pg/mL
of Pb-CATH4 on viral load in cell supernatant was checked by determining HSV-1 titer in cell-culture
supernatants. A treatment of primary human keratinocytes with 20 pg/mL of Hg-CATH or 10 pg/mL
of Pb-CATH4 has been shown to reduce the viral titer respectively of 89 % and 99 % (Figure 48C).
Thus, Hg-CATH and Pb-CATH4 exhibit potent antiviral effect against HSV-1 reducing significantly the

viral replication in primary human keratinocytes.
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Figure 48: Hg-CATH and Pb-CATH4 antiviral effect in primary human keratinocytes infected with HSV-1.
Primary human keratinocytes were treated with 10 or 20 pug/mL of Hg-CATH or 10 pg/mL of bB-CATH4 before
being infected with HSV-1 at a multiplicity of infection (MOI) of 0.1 for 24 h. Viral DNA quantification was
determined in cell supernatant (A, logl0 viral DNA copies/mL) and in cell monolayer (B, log 10 viral DNA
copies/ng of total nucleic acids) from infected keratinocytes. Viral titers in cell culture supernatant was
determined by end-point dilution assay and expressed in TCIDs/mL (C). Data are represented as mean +

standard error of mean (SEM) of five independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Evaluation of potential direct antiviral effect of Hg-CATH and Pb-CATH4 against HSV-1. The virucidal
properties of Hg-CATH and Pb-CATH4 were evaluated by determining HSV-1 infectious titer following
viral particles incubation with these peptides for 1 h at 37 °C. Hg-CATH and Pb-CATH4 did not show
any direct antiviral effect, the viral suspension infectivity being similar in both treated or untreated
conditions (Figure 49). This suggests that Hg-CATH and Pb-CATH4 exert an inhibitory effect on HSV-1
replication during primary human keratinocyte infection not in relation to a direct virucidal effect on
the viral particles. In order to better understand the mechanism of action of these AMPs, the effect

of Hg-CATH and Pb-CATH4 on the host immune response was investigated.
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Figure 49: Evaluation of a direct antiviral effect of Hg-CATH and Pb-CATH4 on HSV-1. HSV-1 suspension was
pre-incubated in absence or presence of Hg-CATH (10 and 20 pug/mL) and Pb-CATH4 (10 pg/mL) for 1 h at 37 °C

before titration by end-point dilution assay on Vero cells. Viral titers are expressed in TCID50/mL. Data are

represented as mean + SEM of three independent experiments. *p < 0.05.

Effect of Hg-CATH and Pb-CATH4 on the innate immune response of keratinocytes during HSV-1
infection. Inflammatory gene expression in primary human keratinocyte infected or mock-infected
with HSV-1 in presence or absence of Hg-CATH and Pb-CATH4 was assessed by RT-gPCR. The panel of
genes studied includes the chemokines CXC motif ligand (CXCL) 8 known to be powerful neutrophil
chemoattractant protein, the cytokine Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, a strong regulator of innate
immunity and inflammation through to the induction of chemokine and cytokine expression, and the
interferon-stimulated genes (ISGs) Viperin, Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide
Repeats 2 (IFIT2), the chemokine CXCL10 and MX Dynamin Like GTPase 1 (MX1) known for their
antiviral properties. Firstly, the pro-inflammatory properties of Hg-CATH and Pb-CATH4 on
uninfected keratinocytes were studied (Figure 50). Whereas Hg-CATH did not significantly modulate
the mRNA level of all genes studied, with a maximum of about 3-fold increase for TNF-a at a final
concentration of 20 pg/mL, Pb-CATH4 significantly increased CXCL8, TNF-a and Viperin mRNA level at
24h post-stimulation (Figure 50). Thus, Pb-CATH4 seems to exert a slight pro-inflammatory effect on

primary human keratinocytes.
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Figure 50: Effect of HG-CATH and PB-CATH4 on human primary keratinocyte inflammatory and antiviral
response. CXCL8, TNFa, CXCL10, Viperin, MX1 and IFIT2 mRNA expression in keratinocytes stimulated by HG-
CATH (10 or 20 pg/mL) or PB-CATH4 (10 pg/mL) for 24 h. Data are represented as mean + SEM five

independent experiments. *p<0.05, **p<0.01.

On the other hand, during keratinocyte infection with HSV-1, CXCL-8 mRNA expression tended to
increase in presence of Hg-CATH or Pb-CATH4 as compared to untreated keratinocytes (Figure 51). In
contrast, in presence of Hg-CATH or Pb-CATH4, mRNA expression of CXCL10, Viperin, MX1 and IFIT2
was significantly reduced as compared to untreated HSV-infected keratinocytes (Figure 51). This
reduced expression of I1SGs in presence of AMPs can be correlated to their inhibitory effect on viral
replication. Our result suggests that Hg-CATH and Pb-CATH4 did not seem to stimulate the anti-viral

defenses of primary human keratinocytes during HSV-1 infection.
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Figure 51: Effect of HG-CATH and PB-CATH4 on human primary keratinocyte inflammatory and antiviral
response during HSV-1 infection. CXCL8 (A), TNFa (B), CXCL10 (C), Viperin (D), MX1 (E) and IFIT2 (F), mRNA
expression in keratinocytes stimulated with HG-CATH (10 or 20 ug/mL) or PB-CATH4 (10 pg/mL), and infected
with HSV-1 or mock-infected for 24h (B). Data are represented as mean + SEM five independent experiments.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Comparison of amino acid sequences and peptide structures between Hg-CATH and Pb-CATH4
peptides. The active core region sequences of Hg-CATH and Pb-CATH4 consist of 25 and 24 amino
acids, respectively, amino acid sequence homology between the two peptides was 20%, and they
were in common with several biochemical characteristics (Table 7 [358, 359]). The results of
structural predictions for each peptide were consistent between secondary and tertiary structures
regarding to constituting helical and coil region (Annex 4 and 5A). Both peptides form alpha-helical
structures although the length of helical and coil regions in each peptide were different (Annex 4 and
5A). In addition, Hg-CATH is rich in lysine with a few arginine to possess the cationic nature of

cathelicidins while only arginine was present for the positivity in Pb-CATH4. Although Pb-CATH4
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peptide might have extended strand (4.17%) on its sequence, it showed more similar functional
features to LL-37 than Hg-CATH (Figure S2B). Interestingly, the sequence analysis of anti-HSV-1
activity containing cathelicidins including Hg-CATH, Pb-CATH4, BMAP-28, Indolicidin, and LL-37 [37,
368, 370, 371] revealed the presence of the A(A/N)-P-P-A(A/N) motif (A, A/N, and P for aromatic,
aliphatic/nonpolar, and positively charged amino acids, respectively) at least once in their sequences

except indolicidin (Annex 6) although no information is available for the motif.

Table 7: The sequence similarity of five mammalian cathelicidins with anti-HSV-1 activity.

Hg-CATH Pb-CATH4 LL-37 BMAP-28 Indolicidin
Hg-CATH 100 20 32 17 0
Pb-CATH4 - 100 14 25 12
LL-37 - - 100 16 5
BMAP-28 - - - 100 10

Note. Global alignment analysis was performed using National Center for Biotechnology Information Search

database (NCBI).

DISCUSSION

HSV infections are life-long, frequent and potentially life-threatening infections [216, 243]. Currently,
the therapies used, including ACV, target the viral replication without killing the infectious particles.
Moreover, these treatments are frequently associated with adverse effects such as renal failure and
resistance is emerging [232, 287, 356, 357]. In the context of bug-resistance, AMPs represent an
original alternative to treat infectious diseases. Indeed, daptomycin, dalbavancin, and telavancin, are
AMPs and recently Food-and-Drug-Administration approved antibiotics [372]. The aim of this study
was to evaluate the activity of recently discovered cathelicidins isolated from the naked mole rat (Hg-
CATH) and from the Python bivittatus (Pb-CATH4) on primary human keratinocytes during HSV-1

infection in order to identify potential new potent antiviral therapies.

In our model, keratinocytes were first treated by peptides for one hour prior to a 24 h infection in
presence of peptides. Hg-CATH or Pb-CATH4 demonstrated a strong significant ability to reduce HSV-
1 viral replication, viral load showing a 87 to 93 % reduction in cell culture supernatants and a 75 to
85 % reduction in cell monolayer of AMP-treated keratinocytes. In addition, these peptides reduced
by up to 99% the production of infectious viral particles by infected cells. Previously various
cathelicidins have been identified as stronger antiviral AMPs. Indeed, the human cathelicidin LL-37
have antiviral effects against a broad spectrum of naked and enveloped viruses such as VZV, HSV-1,

HSV-2, human herpes virus 8, Dengue virus, Zika virus, human papillomaviruses and vaccinia virus
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[38]. Other animal cathelicidins have also been identified as potential candidates for antiviral
therapies. This is the case of chicken Cathelicidin B1, which is able to inhibits the Influenza A virus
(IAV) [373]. For the flaviviruses, a cathelicidin from the grey short-tailed opossum, ModoCath5,
exhibits an antiviral activity against West Nile virus and the bovine cathelicidin BMAP-18 reduces
significantly Zika virus replication [374, 375]. Finally, cathelicidin isolated from the venom of the
snake, Bungarus fasciatus, has been reported to possess strong antiviral effects on IAV and Zika virus
[376, 377]. To this date, regarding cathelicidins, only the human LL-37 and the bovine cathelicidin
BMAP -28 are identified as potent inhibitor of HSV-1 replication [37, 370]. Consequently, our results

are in favor to the identification of two new cathelicidins with an anti-HSV-1 activity.

In order to identify the mechanism of action of these AMPs, experiments were performed to assess if
Hg-CATH and Pb-CATH4 exerted a virucidal effect. Pre-incubation of each peptide with HSV-1 for 1 h
did not reduce HSV-1 titer suggesting that Hg-CATH and Pb-CATH4 were not able to induce alteration
of viral particles. Other hypotheses may be considered as an inhibition of virus attachment to its
receptors at keratinocyte surface, namely, herpes virus entry mediator (HVEM), nectin-1, nectin-2
and heparan sulfate [217, 378]. This is the case of human B-defensin 3, which inhibited HSV infection
by bounding both HSV glycoprotein B and host cells heparan sulfate leading to an inhibition of virus
binding and internalization into host cells [293]. In the same way, LL-37 blocked HSV-1 binding to
corneal cells preventing the virus entry and spreading [379]. Moreover, AMPs can interfere with
intracellular steps of viral replication and act on post-fusion in order to inhibit genome replication or
viral gene expression. For example, LL-37 was able to inhibit the production of new infectious
particles in epithelial cells previously infected by the respiratory syncytial virus [380]. Another
example is the inhibition of HIV-1 reverse transcriptase and protease by LL-37 through a protein-

protein interaction [381].

In complement, we assessed if the anti-HSV-1 effect of Hg-CATH and Pb-CATH4 could be related to
immunomodulatory properties. Addition of AMPs to primary human keratinocytes did not resulted in
a significant increase of mMRNA expression of pro-inflammatory and antiviral genes except a slight
effect for Pb-CATH4 on CXCL8, TNF-a and Viperin expression. In addition, a significant reduction of
ISG mRNA expression was noticed in presence of the peptides but this decrease might be explained
by the strong reduction of viral replication observed in treated conditions. Furthermore, no induction
of the innate antiviral response was observed during infection in presence of both peptides. This
suggest that Hg-CATH and Pb-CATH4 reduced HSV-1 replication through an indirect mechanism

independent of the potentiation of cellular anti-viral defenses.
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Our results showed that both Hg-CATH and Pb-CATH4 exert anti-HSV activities by inhibiting viral
replication without direct effects on viral particles. This is similar to the mechanism for the antiviral
activities of BMAP-28 and LL-37 [37, 370]. Interestingly, all of the four peptides contain the A(A/N)-P-
P-A(A/N) motif in their sequence. In contrast, Indolicidin, a bovine cathelicidin, showed a strong
inhibitory action against HSV by directly inactivating infectious viral particles [368, 371]. The amino
acid sequence and structure of Indolicidin are quite different from the four anti-HSV-1 cathelicidins
(Annex 5 and 6), suggesting a possible relationship between sequence homology of cathelicidins and
their antiviral effects. Hg-CATH and Pb-CATH4 peptides showed higher sequence similarity to the
mature peptide of LL-37 (32%) and BMAP-28 (25%), respectively, than others. However, the antiviral
activities of Pb-CATH4 against HSV-1 including immunomodulatory effects might have more
resemblance to those of LL-37 than Hg-CATH, suggesting that secondary and/or tertiary structures of
the peptides could be also important for their functions. To data, the immunomodulatory functions

of BMAP-28 have not been reported.

To conclude, this work highlight for the first time an antiviral effect of the AMPs from the naked mole
rat, Hg-CATH and the Python bivittatus, Pb-CATH4, in addition to their already described activity
against Gram negative bacteria [358, 359]. Thanks to their abilities to inhibit viral replication and
production of infectious viruses by primary human keratinocytes, these AMPs represent potential

candidates for the development of innovative therapies against HSV infections.
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DISCUSSION GENERALE ET
CONCLUSION

Il est désormais connu que les lésions des patients atteints de DA sont fortement colonisées par S.
aureus et que de nombreux facteurs de virulence de cette bactérie pourraient contribuer a
I’exacerbation de la maladie [133, 189-192]. Ainsi, les superantigénes bactériens, comme SEA, SEB,
SEC et la TSST-1, induisent une tres forte inflammation via I'activation des lymphocytes T. La toxine a
se révele trés cytotoxique vis-a-vis des kératinocytes et son action est amplifiée par les cytokines IL-4
et IL-13. Enfin, la protéine A et les lipoprotéines ont une action pro-inflammatoire [133, 189]. En
revanche, peu d’études se sont intéressées au role des toxines PSMs dans I'inflammation cutanée et,
notamment, dans I'exacerbation de l'inflammation dans la DA a l'origine de poussées. Pourtant,
parmi les patients atteints de DA, 10 a 30 % sont colonisés par des souches potentiellement
sécrétrices a haut niveau de PSMs car résistantes a la méticilline ou SARM [150, 151]. En effet, il a été
montré que les souches de SARM acquises dans la communauté, produisaient des PSMa en plus
grande quantités que les souches sensibles a cet antibiotique. De plus, les PSMs ont été identifiées
comme facteur majeur de la virulence de ces souches, en amplifiant leur activité cytolytique [167,
382]. A ce jour, seule la toxine-6, aussi appelée PSMy, a été étudiée dans un modéle murin de DA ou
elle favorisait le développement d’une pathologie inflammatoire plus sévere, associée a des infiltrats
cellulaires inflammatoires plus importants [209]. Concernant les PSMa, leur réle a été étudié in vitro
dans des kératinocytes primaires humains ou ils induisaient une forte production d’IL-18, cytokine
pro-inflammatoire, impliquée dans la DA, et d’IL-1B via leur action lytique [178]. De plus, dans des
kératinocytes humains et murins, I'absence des PSMa réduisait la production d’IL-1a et d'IL-36a
contrairement a I'absence des PSMB [179]. Enfin, dans un modeéle murin sain, I'absence des PSMa
réduisait la sévérité de I'inflammation, I'épaisseur de I'épiderme et l'infiltration des neutrophiles par
comparaison aux souches produisant I’'ensemble des PSMs ou ne produisant pas les PSM, la toxine
a, ou la toxine & [179, 186]. Ces études suggerent donc un role majeur des PSMa dans I'induction de
I'inflammation cutanée et son exacerbation chez les patients atteints de DA.

Dans nos travaux, le réle majeur des PSMa dans I'induction précoce de I'expression de médiateurs de
I'inflammation et de leur production dans des kératinocytes primaires humains a été mis en
évidence, et cela indépendamment d’une lyse cellulaire, I'effet pro-inflammatoire étant observé a
des concentrations non cytotoxiques. De plus, nous avons développé un modele ex vivo innovant
d’explant de peau humaine stimulé par une application topique des PSMs modélisant la colonisation

naturelle a la surface de la peau. Dans ce modeéle, les PSMa contenues dans le sécrétome bactérien
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pouvaient diffuser a travers le stratum corneum et stimulaient fortement I'expression et la
production de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires dans la peau. D’autre part, nous avons
identifié les kératinocytes comme cible majeure des PSMs dans la peau. En effet, aux concentrations
utilisées dans cette étude, les sécrétomes des 3 souches de S. aureus, n’induisaient pas de réponse
inflammatoire significative de la part des fibroblastes. Il s’agissait la de la premiére évaluation des
propriétés pro-inflammatoires des PSMs sur les fibroblastes dermiques.

Par la suite, nous nous sommes appuyés sur la littérature afin d’étudier les voies de signalisation
potentiellement impliquées dans l'induction de l'inflammation cutanée par les PSMa. Ainsi, en
utilisant différents inhibiteurs, nous avons étudié la voie dépendante du FPR2 identifiée comme
induite par les PSMa dans les neutrophiles et les mastocytes, la voie dépendante du TLR2 identifiée
dans des cellules embryonnaires de rein, et la voie dépendante de MyD88 identifiée dans un modeéle
murin d’infection épicutanée par S. aureus [179, 180, 186, 187, 209]. Nos résultats ne montrent
gu’aucune de ces voies n’apparait comme impliquée dans l'induction de la réponse inflammatoire
des kératinocytes par les PSMa. Cependant, nos expériences ont été réalisées uniquement avec la
PSMa3 synthétique. Si la voie du FPR2 semble a exclure dans les kératinocytes primaires humains en
raison de l'absence d’expression du récepteur, il pourrait étre intéressant de réaliser les tests
d’inhibition de la voie TLR2 et MyD88 en présence des sécrétomes des 3 souches de S. aureus. En
effet, il a préalablement été montré que les PSMs étaient capables d’activer la voie TLR2 uniquement
en présence des facteurs bactériens extracellulaires et notamment des lipoprotéines [187].

Enfin, cette étude a mis en évidence I'expression d’un large panel de chimiokines et de cytokines par
les kératinocytes en réponse aux PSMs. La plupart des genes de l'inflammation induit ont été
préalablement identifiés comme surexprimés dans la peau des patients atteints de DA. C'est le cas
des chimiokines CXCL1, CXCL2, CXCL5 et CXCL8 impliquées dans l'activation des neutrophiles et
I'inflammation cutanée [347-350], et de CCL20, impliquée dans le recrutement des cellules
dendritiques et des lymphocytes T [347, 351-354]. Enfin, I'expression des cytokines IL-6, TNF-a, IL-1p
et IL-36y est aussi augmentée dans la DA [347, 348, 355]. Les résultats obtenus sont donc en faveur
d’un réle des PSMs, notamment des PSMa, dans I'exacerbation de I'inflammation cutanée observée
dans la DA a travers, notamment, I'induction de la production de chimiokines et cytokines pro-
inflammatoires par les kératinocytes. Afin de confirmer ce rbéle majeur des PSMs dans la
physiopathologie de la DA, de nouvelles expériences pourraient venir compléter ces données. En
effet, I'ajout des PSMs dans des modeles mimant la DA pourrait permettre d’évaluer I'effet

synergique des PSMs avec I'environnement cytokinique caractéristique de la peau lésionnelle.

Notre deuxieme objectif visait a déterminer une potentielle interaction entre les PSMs et le virus

HSV-1. En effet, en plus de la colonisation par S. aureus, les patients atteints de DA ont un risque
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majoré de développer des surinfections virales [133, 245]. L'infection virale la plus courante est
I’'eczéma herpétisé (EH) causé par le virus HSV-1, survenant chez environ 3 % des patients DA [139,
229]. Une corrélation entre les patients atteints d’eczéma herpétisé et les infections par S. aureus a
été établie et concerne environ 78 % des patients atteints d’EH [253]. Cependant, le réle des facteurs
de virulence de S. aureus dans les surinfections par I’'HSV-1 reste tres peu étudié. Il a été montré que
la toxine-a augmentait la charge virale dans les kératinocytes primaires humains contrairement aux
superantigénes, SEB et TSST-1, qui n’avaient pas d’effet. La toxine-a facilitait I'entrée du virus HSV-1
dans les cellules en raison de sa capacité a former des pores dans les membranes cellulaires lors de la
liaison avec son récepteur ADAM10 [242]. Les PSMs étant également capables d’altérer les
membranes cellulaires grace a leur propriété de surfactant [167], nous avons envisagé I’hypothése
d’une action provirale des PSMs comme déja décrit pour la toxine-a. Si un impact des PSMs sur la
réplication du virus HSV-1 n’a jamais été décrit, un role des PSMs dans le contexte de I'infection par
d’autres virus a déja été mis en évidence. On retrouve un réle aggravant des PSMs dans les infections
par le virus de la grippe A provoqué par des infections pulmonaires secondaires par des SARM [383].
Les PSMs induisaient alors une cytotoxicité et une forte réponse inflammatoire dans I'épithélium
pulmonaire, encore amplifiées en présence du virus et qui contribuaient a des pneumonies graves
voire mortelles [383]. Afin d’évaluer I'influence des PSMs sur le virus HSV-1 au cours des infections
cutanées, nous avons utilisé des modeles cellulaires en monocouche de culture de kératinocytes et
de fibroblastes mais également le modéle ex vivo d’explant de peau humaine. Dans aucun de ces
modeles, une modulation significative de la réplication virale n’a été observée en présence de la
PSMa3 synthétique ou des sécrétomes des 3 souches de S. aureus. Ainsi, les PSMs n’apparaissent pas
comme étant des facteurs de virulence favorisant la multiplication de I’'HSV1 dans la peau. On peut a
priori exclure un réle prédisposant a I'apparition de I'EH. En revanche, les résultats obtenus avec les
kératinocytes traités par les sécrétomes des 3 souches étaient plus surprenants. En effet, les
sécrétomes des 3 souches contenaient la toxine a et devaient donc augmenter significativement la
quantité d’ADN viral dans les kératinocytes comme montré précédemment. Or, nos résultats ne
montraient aucune modulation de la quantité d’ADN viral dans les lysats cellulaires et, une faible
augmentation dans les surnageants de culture. Cependant, dans I'étude précédemment menée sur la
toxine a, les kératinocytes primaires humains avaient été traités par la toxine ou les sécrétomes
pendant 24 h avant l'infection [242]. Dans nos travaux, les sécrétomes ont été incubés pendant
seulement 3 h, temps qui a été identifié comme suffisant dans l'induction d’une réponse
inflammatoire. Il se peut alors que ce temps ne soit pas suffisant pour que la toxine a altére les
membranes cellulaires et favorise I'entrée du virus. Cette explication pourrait également expliquer

I’absence d’effet constaté des PSMs sur la réplication de I’'HSV-1 dans les kératinocytes, mais la PSMa
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synthétique a été ajoutée 3 h ou 24 h sans pour autant modifier la réplication virale. Enfin, la
derniere piste envisagée concerne une action délétere directe des PSMs sur le virus HSV-1 inhibant
I'infection virale. En effet, dans certains cas, les PSMs peuvent avoir des actions directes notamment
sur les bactéries jouant alors un véritable role de PAMs. C'est le cas, par exemple, des PSMa de S.
epidermidis qui ont une action bactériostatique sur Legionella pneumophila [188]. De plus, une
similarité structurale entre les PSMs de S. epidermidis et la LL-37 a été identifiée, ce qui pourrait
expliquer leur activité bactéricide sur différentes bactéries comme S. aureus, Streptococcus pyogenes
ou encore E. coli [56]. Néanmoins, nous n’avons pas constaté de réduction du titre infectieux d’une
suspension virale incubée en présence de la PSMa3 synthétique ce qui exclut a priori un effet
antiviral direct de la toxine sur I’'HSV-1 par altération de la particule virale. Ainsi, 'ensemble des
expérimentations réalisées sur nos différents modéles suggerent une absence de réle des PSMs sur la

réplication de I'HSV-1.

L'autre aspect étudié dans notre projet concernait I'influence de I’environnement cytokinique
identifié dans la DA sur la réplication virale et donc son role supposé dans la survenue de I'EH. En
effet, la DA est une pathologie inflammatoire associée a une réponse inflammatoire importante et a
la forte production de cytokines, notamment de type Th2. Les kératinocytes ont également un role
majeur dans la polarisation de la réponse immunitaire puisqu’ils produisent des cytokines pro-Th2
comme I'IL-25, I'lL33 ou encore la TSLP [43, 59, 78, 122, 128, 296]. Certaines de ces cytokines ont
déja été identifiées comme prédisposantes aux infections par 'HSV-1 et donc a I'EH. D’une part, I'lL-4
et I'lL-13 contribuaient a I'altération de la barriere cutanée via I'inhibition de I'expression de Ila
filaggrine favorisant la réplication de I'HSV-1 dans les kératinocytes [99]. D’autre part, elles
participaient au déficit en PAMs notamment en LL-37 et, hBD-3, qui sont des facteurs clés dans le
controle des infections par I’"HSV-1 [118, 235]. De plus, I'IL-25 au-dela de son rdle pro-Th2, inhibait
également la synthese de la filaggrine, ce qui est observé chez les patients atteints de DA, et agissait
en synergie avec I'lL-4 et I'IlL-13 dans l'augmentation de la réplication de I'HSV-1 dans les
kératinocytes [100, 121]. Notre objectif était donc de tester différentes combinaisons de cytokines
surexprimées dans la DA, afin de caractériser leur role au cours de I'infection par I’'HSV-1 et ainsi de
développer des modeles permettant d’étudier la physiopathologie de I'EH. Dans un premier temps,
nous avons utilisé une combinaison de cytokines préalablement identifiées dans notre laboratoire
comme capables de reproduire un phénotype de DA dans des kératinocytes primaires humains et
des épidermes reconstruits. Composé d’IL-4, d’'IL-13, d’'IL-22 et de TNF-a, ce mélange permettait de
retrouver les modulations d’expression des génes caractéristiques de la DA comme une inhibition de
la filaggrine ou encore une faible induction des PAMs S100A7 et hBD3 ainsi qu’une modification

histologique de I'épiderme [42]. De plus, nous avons également utilisé la combinaison IL-4, IL-13 et
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IL-25 préalablement identifiée comme capable d’augmenter significativement la réplication de I’"HSV-
1 dans les kératinocytes [100]. Enfin, il nous a semblé pertinent d’évaluer le réle des 3 cytokines pro-
Th2 plus récemment décrites comme surexprimées dans la DA, a savoir I'lIL-25, I'lL-33 et la TSLP. Si un
role potentiel de I'lL-33 et de la TSLP sur la réplication de I'HSV-1 n’a, jusqu’ici, pas encore été
démontré, ces cytokines favorisaient la réplication du virus de la vaccine dans un modeéle murin de
DA [126]. A I'inverse, les résultats obtenus dans les kératinocytes primaires humains ne montraient
aucun effet proviral vis-a-vis de I'HSV-1 d’aucune des 3 combinaisons de cytokines testées. Ces
résultats ne concordaient pas avec ceux précédemment obtenus dans la littérature notamment avec
I'IL-4, I'IL-13 et I'lL-25 ayant démontré une activité provirale significative. Cependant nos conditions
de stimulation sont discutables. En effet, sur des modéles en monocouche, I'effet des cytokines sur
I'inhibition de genes de différenciation, comme la filaggrine, apparait plus marquée lorsqu’une
différenciation cellulaire par du CaCl, est induite simultanément a la stimulation par les cytokines
[99]. De méme, pour étudier I'effet du mélange composé de I'lL-4, I'lL-13 et I'IL-25, les kératinocytes
avaient été stimulés en présence de CaCl, [100]. Dans notre cas, les stimulations ont été réalisées sur
des kératinocytes normaux non différenciés par I'action du CaCl,. Il est donc possible que Ia
différenciation spontanée des kératinocytes ne flt pas suffisante pour permettre d’observer une
inhibition de la différenciation cellulaire par les cytokines. Sachant que les cytokines IL-4, IL-13 et IL-
25 favorisaient la réplication de I’'HSV-1 via un mécanisme d’inhibition de la différenciation cellulaire,
cela peut expliquer I'absence d’effet observée dans nos résultats sur la réplication virale. En
revanche, les mémes stimulations réalisées ex vivo montraient une augmentation, comprise entre 30
et 65 fois selon les combinaisons testées, de la quantité d’ADN viral apres 24 h d’infection des
explants de peau. Aprés 48 h et 72 h, les différences observées, entre les conditions traitées et les
témoins, étaient minimes ce qui laisse supposer un réle de ces cytokines sur les étapes initiales de
I'infection des explants par le virus et donc, possiblement, I'entrée. Cependant, les cytokines ont été
enlevées du milieu de culture cellulaire au moment de la réalisation de l'infection. Les mémes
expériences réalisées en présence des cytokines lors de linfection permettraient, peut-étre,
d’observer des différences a plus long terme. De plus, I'étude de I'expression des genes codant les
protéines impliquées dans la différenciation cellulaire ont mis en évidence une inhibition de la
filaggrine et de la loricrine, protéine du stratum corneum, par les combinaisons composées de I'lL-4,
I'IL-13, I'lL-22 et du TNF-a et de I'lL-4, I'IL-13 et I'IL-25. Ces premiéres données semblent concorder
avec les données précédemment publiées ayant montré une action des cytokines sur I'infection par
le virus HSV-1 via une altération de la barriere cutanée. Contrairement aux 2 premieres
combinaisons, la derniere composée d’IL-25, d’IL-33 et de la TSLP n’entrainait pas d’inhibition de

I’expression de la filaggrine et de la loricrine suggérant un effet proviral indépendant de I'altération

149



de la barriere. Ainsi, comme dans le cas de l'infection par le virus de la vaccine, ces cytokines
pourraient favoriser la réplication de I’'HSV-1 a travers le phénotype pro-inflammatoire induit par la
production des cytokines Th2, comme I'IL-4 et I'lL-13, et des chimiokines telles que CXCL1 et CXCL2
[126]. D’autres hypothéses peuvent étre également émises pour expliquer le réle favorisant joué par
I’environnement cytokinique typique de la DA comme une inhibition de I'expression des PAMs, une
altération dans la réponse antivirale par inhibition de la production d’IFNs ou encore une
augmentation des récepteurs de I’'HSV-1 au niveau des kératinocytes. Ainsi, nos résultats semblent
confirmer un réle majeur de I'’environnement cytokinique dans I'apparition d’infection cutanée a
HSV-1. En effet, les 3 combinaisons de cytokines surexprimées dans la DA apparaissent comme
favorisant la réplication de I’"HSV-1 dans la peau. En revanche, toutes ne semblent pas agir de la
méme maniére. Si I'altération de la différenciation cellulaire semble étre le mode d’action des
cytokines le plus courant, d’autres mécanismes pourraient intervenir dans le cas de I'lL-33, I'lL-25 et
la TSLP mais ils restent encore a déterminer. De plus, dans ce contexte inflammatoire modélisant la
DA, il apparait pertinent de réaliser des co-stimulations entre ces cytokines et les PSMs de S. aureus
afin de savoir si la potentialisation de I'inflammation cutanée pourrait accroitre encore la réplication

de I’'HSV-1 dans les explants.

Enfin, la derniere partie des travaux présentés ici portait sur l'identification de peptides naturels en
tant que potentiels nouveaux antiviraux contre I’'HSV-1. En raison de la forte prévalence du virus
HSV-1, du risque d’apparition d’infections cutanées disséminées comme I'EH, de I’existence actuelle
d’antiviraux strictement virostatiques dont le mécanisme d’action passe par linhibition de la
réplication virale sans action sur les virions déja formés et, enfin, de I'existence de résistances aux
molécules actuellement utilisées, notamment chez les patients immunodéprimés et ceux traités au
long cours, le développement de nouvelles thérapies issues de molécules d’origine naturelle,
représente un réel intérét. Au laboratoire, nos études s’étaient focalisées sur des PAMs issus
d’amphibiens et de mammiferes car le réle des PAMs dans les infections virales est bien connu. La LL-
37 et les B-défensines posseédent notamment une forte activité anti-HSV-1 grace a un mécanisme
d’action directe, sur le virus ou son cycle de réplication, ou indirectes, par immunomodulation [38,
39, 235]. Lors de précédents travaux, nous avons confirmé le réle antiviral de la LL-37 puisqu’elle
réduisait significativement la réplication de I'HSV-1 dans les kératinocytes, méme a de faibles
concentrations. Dans les kératinocytes, nos résultats ont montré que la LL-37 n’agissait pas
directement sur le virus, via une activité virucide, mais modulait la réponse immunitaire antivirale
des cellules. Cette modulation se faisait par la stimulation de la voie des IFNs avec une augmentation
de I'expression de I'lFN-B ainsi que de différentes ISGs [37]. Nous avons également mis en évidence

un role antiviral de la temporine SHa, un PAMs produit par la grenouille Pelophylax saharicus.
150



Contrairement a ce que nous avons observé pour la LL-37, la temporine SHa agissait directement sur
le virus et possede des propriétés virucides ce qui en fait un candidat thérapeutique intéressant [37].
Plus récemment, nous nous sommes intéressés a d’autres PAMs constitués des cathélicidines issues
du rat taupe glabre (Hg-CATH) et du python birman (Pb-CATH4) connues pour leurs propriétés
bactéricides, vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et positif, par altération des membranes
bactériennes [359, 374]. Nous avons mis en évidence un réle antiviral d’"Hg-CATH et de Pb-CATH4, qui
étaient toutes deux capables de réduire significativement la réplication virale de I’"HSV-1 dans les
kératinocytes primaires humains. Concernant le mode d’action, contrairement a la LL-37 et a la
temporine SHa, ces 2 PAMs ne semblaient agir ni directement sur le virus ni par modulation de la
réponse immunitaire cellulaire. Ainsi, s’ils apparaissent comme de potentiels candidats

thérapeutiques, leur mode d’action reste a déterminer.

Pour conclure, ce projet de thése aura permis de mettre en évidence un role majeur des PSMs, en
particulier des PSMa, de S. aureus dans 'induction d’une réponse inflammatoire cutanée. Dans un
contexte pathologique comme la DA, les PSMs semblent donc étre des facteurs clés dans
I’exacerbation de I'inflammation et donc dans I'aggravation de la maladie. Ces travaux ont également
permis d’étudier I'interaction entre les PSMs de S. aureus et le virus HSV-1, et semblent écarter un
role prédisposant des PSMs a I'apparition d’infections herpétiques. D’autre part, nous avons identifié
différentes combinaisons de cytokines surexprimées dans la DA comme des facteurs boostant la
réplication de I'HSV-1 dans un modele d’explant de peau humaine. Si deux de ces combinaisons
semblent agir en inhibant I'expression des protéines de différenciation, comme précédemment
décrit dans la littérature, notre derniére combinaison ne semble pas agir selon ce méme mécanisme.
Si des travaux supplémentaires sont encore a réaliser pour mieux comprendre leur mode d’action,
ces résultats ouvrent la porte a de nouvelles hypothéses d’action des cytokines sur les infections par
I’'HSV-1. Enfin, la caractérisation de I'action de nouveaux PAMs nous aura permis d’identifier les
cathélicidines animales non humaines Hg-CATH et Pb-CATH4 comme de potentiels candidats au

développement de thérapies anti-HSV-1.
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ANNEXES

Annexe 1 : Purification et caractérisation des PSMs a
partir d’une culture de S. aureus

Cette figure est associée a l'article « Staphylococcus aureus Phenol-Soluble Modulins promote

inflammatory response in human epidermis: a potential role in atopic dermatitis exacerbation » .
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Annex 1: Purification and characterization of PSMs produced by S. aureus SF8300. Following S. aureus culture,
PSMs were extracted with a liquid-liquid extraction, pre-purified with a Sep-pak C18 cartridge and finally
purified with RP-HPLC. Collected fractions were identified by ESI-TOF mass spectrometry (A). Reverse-phase
HPLC elution profile of PSMs. Detection was carried out by measuring the absorbance at 214 nm (pink line) and
280 nm (black line). Pressure is indicated by a red line. Elution gradient, expressed in % acetonitrile (ACN), is

represented by a dashed line (B).
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Annexe 2 : Identification des PSMs apres purification

Cette figure est associée a l'article « Staphylococcus aureus Phenol-Soluble Modulins promote

inflammatory response in human epidermis: a potential role in atopic dermatitis exacerbation » .
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Annex 2: PSMs identification after purification. Pseudo-molecular ions obtained in positive mode from ESI-MS
analyses of the purified fraction eluted at 27 min (A), 19 min (B) and 24 min (C) and monoisotopic molecular
mass calculated. Main product ions obtained in positive mode from ESI-MS analyses of each purified fraction

and identification of PSMs.
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Annexe 3 : Expression de chimiokines et cytokines pro-
inflammatoires dans les kératinocytes apres 24 h de
stimulation par les PSMa

Cette figure est associée a l'article « Staphylococcus aureus Phenol-Soluble Modulins promote

inflammatory response in human epidermis: a potential role in atopic dermatitis exacerbation »
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Annex 3: Synthetic and purified PSMa from S. aureus slightly increase only CXCL8, CCL20 and IL-6 expression
in keratinocytes at 24 h post-stimulation. mRNA fold increase of CXCL8 (A), CCL20 (B) and IL6 (C) was
guantified in keratinocytes at 24 h post-stimulation with synthetic and purified PSM Fa3 or purified PSM a3 as
compared to unstimulated keratinocytes. Data are represented as mean + SEM of at least three independent

experiments. *p < 0.05, **p < 0.01.
182



Annexe 4 : Structure des peptides Hg-CATH et PB-
CATH4

Cette figure est associée a l'article « Characterization of antiviral activity of cathelicidin from naked

mole rats and Python bivittatus on human herpes simplex virus 1»

(A) (B)

Annex 4: Energy-minimized 3D structure of Hg-CATH and Pb-CATH4. 3D structure of Hg-CATH (A) and Pb-
CATH4 (B) were analyzed by LOMETS server and visualized by Pymol after energy minimization was conducted

using Gromacs. Both peptides contain alpha-helical structure.
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Annexe 5 : Comparaison des séquences et des
structures de 5 cathélicidines ayant une activité anti-
HSV-1

Cette figure est associée a l'article « Characterization of antiviral activity of cathelicidin from naked

mole rats and Python bivittatus on human herpes simplex virus 1»

(A) Peptides Sequences and secondary structures predictions of mammalian cathelicidins with anti-HSV-1 activity
SKIF/FRKARIKKLGKGLQK|IKNVILRIKY
Hg-CATH
ciclhih/h/h|/h|h|h|h|h|/h|h|h|h|h|h|h|h h|h|h|h|c|c
Pbcm_l_MTRSRWRRFIRGAGRFARRYGWRIA
clc/hih|h|h/h/h|h|h|h|h{h|h h|h|h|h|h|c|c|e|c|c
LL-37 LILIGDF|/FRKSKEKIGKEFKRI|VQR I|KDFLRNL|VPRITES
ciclhihih/h|/h|h|h|h|h h|{h|h|h|h|h h|h h|h/h{h h{h|h|h h|h h clc c|lc
BMAP_ZSGGLRSLGRKILRAWKKYGPII\IPIIRIG
clclh|h/h|h/h/h/h|{h|h|h|h|h h|h|/c|c|c|e|e|e|e|e|e|e|c|c
I'L/IPWKWPWWPWR|R
Indolicidin
clc|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c
h (alpha-helix) e (extended strand) ¢ (random coil)
(B) Peptide Net charge (+) Alpha helix (%) Extended strand (%) Random coil (%)
Hg-CATH 11 84 0 16
Pb-CATH4 9 70.83 4.17 25
LL-37 6 78.38 0 21.62
BMAP-28 8 50 25 25
Indolicidin 4 0 0 100

Annex 5: Comparison of sequences and predicted secondary structures of five cathelicidins with anti HSV-1
activity. The sequence-dependent peptide characteristics of the peptides were analyzed such as length,
hydrophobicity, amphipathicity, net charge and helicity. Hg-CATH and Pb-CATH4 possess high net charge and
alpha-helicity. In contrast, Pb-CATH4 has extended strand like BMAP-28.
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Annexe 6 : Comparaison des propriétés des acides
aminés de 5 cathélicidines ayant une activité anti-HSV-
1

Cette figure est associée a l'article « Characterization of antiviral activity of cathelicidin from naked

mole rats and Python bivittatus on human herpes simplex virus 1»

Amino acid properties of core sequences with antimicrobial activity
Peptides
1|/2|3(4(5|6|7|8|9|10(11|12|13|14|15(|16|17|18|19|20|21|22|23|24(25|26|27|28(29(30|31|32|33|34(35(36|37
S/ K|F|F|R(K|A|/R|K|K|L|G|K|G|L|Q|K|I|K| NV |L|R|K|Y
Hg-CATH
vl p|alale|pfan e e]| e |a/ma/N pola/namju/el pola/ pojuela/nja/n e [P A
TIR|S|R|W|R|R|F|I|R|G|A|[G|R|F|A[R|R|Y |G| W|R|I|A
Pb-CATH4
u/el P luelp|ale|er]|ala/m e a/ma/Nam el alane|e|ala/nal e |a/Na/N
L|{IL|G|/D|F|F|R | K|S|K|/E|K|I|GKE|F|K|R|I|V|Q/R|I||K DIF|L|R|N|L|V|P|R|IT|E|S
LL-37
A/NAMNB/N N Aalalr e |uele | n]elamnamip|n]ale|e a/namuel pla/ml e | N | A |am P o|uelamla/njuze] polam] N |uze
G|G|LIR|S|L|G|R/K|I |LIRIA/W|K|K|Y[G|P|I[I|V|P|[I|I|R|I|G
BMAP-28
A/N|A/NA/N| P ou/elasnia/nl P P [a/nja/n] Polasn] A | R | P | A |asnu/ela/nia/nia/N|u/ela/nla/n] Po|Aa/N|A/N
I|L|{P|W|K| W|P W/ W|P| W|R|R
Indolicidin
a/Na/NUP| A | P | Aaluplalafuplale|r

| U/P (Uncharged, Polar) A/N (Aliphatic, Nonpolar) A (Aromatic, Nonpolar) P (Positively charged) N (Negatively charged) ‘

Annex 6: Comparison of the amino acid properties of five AMPs with anti HSV-1 activity. Amino acid
sequences of cathelicidins and chemical properties in different colors corresponding to each amino acid were
shown. The definition of chemical properties was shown at the bottom. The numbers at the top indicate the

position of amino acids. The conserved motif, A(A/N)-P-P-A(A/N), was highlighted in gray.
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