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Partie 1 : Peau, innervation et prurit 

 

I. La peau 

 

 Généralités 1.
 

La peau est le plus grand organe du corps humain et un des plus complexes. Chez un 

individu de 70 kilogrammes (kg), elle pèse plus de 5 kg et couvre une surface d'environ 2 m². 

Sur le plan anatomique, la peau humaine mesure entre 1 à 30 millimètres (mm) d’épaisseur 

selon les zones de l’organisme et se compose (Dréno, 2009) (figure 1):  

x D’un épiderme ;  

x D’un derme sous-jacent de tissu conjonctif, séparé de l’épiderme par une 

membrane basale dermo-épidermique ou jonction dermo-épidermique (JDE) ; 

x D’une couche de graisse sous-cutanée, l’hypoderme, séparée du reste du corps 

par une couche résiduelle de muscles striés ; 

x D’annexes pilosébacées avec les poils et les glandes sébacés ; 

x D’une innervation cutanée ; 

x Ainsi que d’une vascularisation avec un réseau profond et un réseau 

superficiel.  

 

Figure 1 : Schéma de la peau (soumis aux droits d’auteurs) 

 

La peau est un organe complexe qui joue un rôle de barrière entre notre corps et le 

milieu extérieur dont le fonctionnement à deux finalités principales (Dréno, 2009) : 
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x La première, protéger notre organisme des agressions extérieures quelles soit 

physiques, chimiques ou infectieuses. 

x La deuxième, assurer la communication entre notre organisme et le milieu 

environnant. 
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 Structure détaillée 2.
 

 L’épiderme a.
 

L’épiderme mesure selon les zones de l’organisme entre 0,05 et 1,5 mm d’épaisseur. Il 

est le plus fin au niveau des paupières où il mesure 0,05 mm et le plus épais au niveau des 

paumes et des plantes des pieds où il mesure 1,5 mm. Le derme est en moyenne 20 fois plus 

épais, pouvant atteindre 3 à 4 mm au niveau du dos. 

 L’épiderme est un épithélium pavimenteux stratifié orthokératosique en constant 

renouvellement. Il est composé principalement de kératinocytes (environ 90% de la 

population cellulaire) qui ont un rôle primordial dans la barrière cutanée et également de 

mélanocytes (rôle principale de protection contre les ultra-violets (UV)), de cellules de 

Langerhans (cellules dendritiques présentatrices d’antigène) et de cellules de Merkel 

(fonctions de mécanorécepteurs). 

Morphologiquement, l’épiderme se divise en 4 couches (Plotczyk & Higgins, 2019)    

(figure 2) : 

x La couche basale (= stratum basale) est constituée d’une assise unique de 

kératinocytes cylindriques, directement en contact avec la JDE. Parmi les 

kératinocytes basaux se trouvent les cellules souches qui assurent le renouvellement 

de l’épiderme, d’où la présence de cellules en mitose dans la couche basale. 

x La couche épineuse (= stratum spinosum) est constituée de plusieurs assises de 

kératinocytes polygonaux. Leurs contours apparaissent hérissés d’épines, d'où le nom 

de couche épineuse. Ces épines correspondent aux desmosomes qui accrochent les 

kératinocytes entre eux. 

x La couche granuleuse (= stratum granulosum) est constituée de plusieurs assises de 

cellules aplaties, au grand axe parallèle à la JDE. L'apparition dans le cytoplasme des 
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kératinocytes de granulations basophiles est à l’origine de l’appellation couche 

granuleuse. 

x La couche cornée est constituée de plusieurs assises de cellules aplaties, anucléées, 

appelées cornéocytes. La couche cornée est compacte en profondeur au contact de la 

couche granuleuse, et desquamant en superficie.  

 

 

 

Figure 2 : Schéma de l’épiderme. L’épiderme se compose d’une membrane basale sur 
laquelle repose une monocouche cellulaire composée majoritairement de kératinocytes et 
de quelques mélanocytes : la couche basale. Les kératinocytes migrent vers le pôle 
supérieur de l’épiderme pour former successivement la couche épineuse, la couche 
granuleuse puis la couche cornée. 
 
 

La migration cellulaire de la couche basale à la couche cornée prend 14 jours, puis 14 

jours pour la desquamation. L’équilibre entre la prolifération kératinocytaire et la 

desquamation permet le maintien de l’intégrité et la cohésion de l’épiderme. La prolifération 

peut être accélérée dans certaines maladies comme le psoriasis. Au cours de leur migration les 

kératinocytes vont se différencier pour devenir des cornéocytes et former une enveloppe 
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cornée. Parmi les très nombreuses molécules composant les structures caractéristiques de la 

différenciation kératinocytaire de la peau, voici quelques exemples significatifs (Dréno, 

2009). 

x Les molécules des tonofilaments (filaments intermédiaires de 10 nm de diamètre 

rassemblés en trousseaux) sont des cytokératines (CK) presque toujours associées en 

paires. Il s’agit des CK5, CK14 et CK15 dans la couche basale et des CK1 et CK10 dans 

les couches supra-basales. 

x Les hémidesmosomes et les desmosomes sont les systèmes de jonction sur lesquels 

s'ancrent les tonofilaments : les hémidesmosomes accrochent les kératinocytes basaux à la 

matrice extra-cellulaire alors que les desmosomes accrochent les kératinocytes entre eux. 

Les desmosomes très nombreux dans la couche spineuse au niveau des interdigitations de 

la membrane cytoplasmique des kératinocytes, expliquent les "épines" vues en optique. Ils 

deviennent des cornéodesmosomes avec une ligne dense très épaisse au niveau de la 

couche cornée. Ces derniers sont finalement lysés ce qui aboutit à la desquamation des 

cornéocytes les plus superficiels. 

x Les grains de kératohyaline et les kératinosomes sont caractéristiques et spécifiques des 

kératinocytes de la couche granuleuse de l'épiderme. Ce sont des marqueurs de la 

différenciation épidermique terminale. Ils disparaissent dans la couche cornée. Ils libèrent 

dans l'espace extra-cellulaire leur contenu, qui est à l'origine du ciment intercornéocytaire.  

x La molécule des grains de kératohyaline de la couche granuleuse est la profilaggrine. 

Dans la couche cornée, la profilaggrine se transforme en filaggrine qui, comme l'indique 

son nom, est capable d'agréger des filaments ; filaggrine et filaments intermédiaires de 

kératine organisés en réseau forment ainsi la matrice cytoplasmique des cornéocytes. 

Finalement la filagrine est protéolysée en acides aminés polaires libres, en acide 

urocanique (UCA) et en acide pyrrolidone carboxylique (PCA) qui constituent les 
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« facteurs hydratant naturels » (= « natural moisturizing factors » (NMF)) de la couche 

cornée en surface.  

x La couche cornée est formée de cornéocytes (kératinocytes de la couche cornée), avec leur 

enveloppe cornée caractéristique, et du ciment intercornéocytaire ; l’ensemble est souvent 

comparé à un mur dont les cornéocytes sont les briques assemblées par le ciment 

intercornéocytaire. Celui-ci est formé de lamelles lipidiques provenant de la 

transformation des lamelles lipidiques des kératinosomes. L’enveloppe cornée apparaît 

sous forme d'un épaississement de 15 à 20 nm d’épaisseur à la face interne de la 

membrane cytoplasmique alors que le noyau des kératinocytes et tous les organites 

cytoplasmiques ont disparu (Van Smeden & Bouwstra, 2016). Parmi les molécules de 

l’enveloppe cornée, les plus connues et les plus étudiées sont la filaggrine, la loricrine et 

l'involucrine. Toutes ces molécules forment l'enveloppe cornée en s'associant grâce à des 

transglutaminases dont l'activité ne se manifeste que dans la couche granuleuse puis la 

couche cornée.  

 

 L’innervation cutanée fait l’objet d’un paragraphe spécifique (Introduction, II). 

 

 Le derme b.
 

Le derme est un tissu conjonctif vascularisé et innervé. Il est constitué de fibroblastes 

synthétisant des fibres de collagène, d’élastine et de fibronectine conférant la souplesse de la 

peau et de cellules d’origine hématopoïétiques. Le derme se sépare en derme papillaire, partie 

superficielle, mince et composée des fibres de collagène, fines, isolées et orientées le plus 

souvent perpendiculairement ou obliquement par rapport au plan de la membrane basale ; et 

en derme réticulaire formé d'un tissu conjonctif dense constitué essentiellement de fibres de 
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collagène épaisses en gros faisceaux et élastiques qui s'entrecroisent dans toutes les directions 

dans des plans grossièrement parallèles à la surface cutanée.  

 Le derme est très bien vascularisé avec un plexus profond et superficiel mais aucun 

vaisseau ne passe par la JDE. Le derme contient également des cellules musculaires lisses, des 

cellules endothéliales et des cellules immunitaires commes les mastocytes ou les cellules de 

Langerhans (Plotczyk & Higgins, 2019). 

 

 L’hypoderme c.
 

L’hypoderme est situé sous le derme sans limite nette. Il est constitué d’adipocytes 

organisés en lobules et séparés par des septums interlobulaires servant de passage aux 

vaisseaux et aux nerfs allant dans le derme (Plotczyk & Higgins, 2019). 

 

 Fonctions de la peau 3.
 

Le rôle clé de la peau est la fonction barrière vis-à-vis de l’environnement extérieur. Mais 

la peau a également d’autres fonctions (Lee & Lee, 2018; Plotczyk & Higgins, 2019; Proksch, 

2018) : 

x Maintien de l’hydratation cutanée 

x Gradient de calcium (Ca²+) 

x Sensorielle 

x Immunitaire  

x Métabolique  
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 La fonction barrière a.
 

 Il s’agit du rôle le plus important de la peau. La barrière cutanée correspond à la 

barrière épidermique. Les principaux composants de la barrière sont les cornéocytes avec leur 

enveloppe cornée et les lipides bi-lamellaires intercellulaires (Van Smeden et al., 2014). Les 

cornéocytes incorporées dans une enveloppe cornée composée de protéines fortement 

réticulées (loricrine, involucrine et filaggrine) confèrent principalement la résistance 

mécanique de la peau. Les bi-couches lipidiques adjacentes assurent la rétention de l’eau et 

régulent le mouvement des électrolytes.  

 Le pH joue également un rôle important. Le pH de la surface cutanée, neutre à la 

naissance, devient acide au cours des premières semaines de vie. Ainsi l’absence de pH acide 

à la naissance a été associée à un accroissement du risque d’infection par des bactéries et des 

champignons (Proksch, 2018).  

 Le gradient de Ca²+ est important pour la restauration de la barrière épidermique après 

une rupture. Effectivement, le taux de Ca²+ est bas dans la couche basale et maximum au 

niveau de la jonction couche granuleuse-couche épineuse. Après une rupture de la barrière 

épidermique, la diminution de la concentration du Ca²+ stimule la sécrétion des corps 

lamellaires d’Odland, ce qui permet l’apport des composants requis pour la restauration (Lee 

& Lee, 2018). Les corps lamellaires d’Odland vont déverser leurs lipides (céramides et 

cholestérol) dans l’espace inter-cellulaire et permettre la cohésion des cornéocytes. 

 

 L’hydratation cutanée b.
 

L’hydratation cutanée confère à la peau à la fois sa souplesse et son élasticité. La 

rétention d’eau est réalisée par la couche cornée. Il existe un gradient hydrique dans 
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l’épiderme : 15 % à 20 % d’eau dans la couche cornée, 40 % à l’interface entre couche cornée 

et couche granuleuse et le taux augmente pour aboutir à une valeur d’environ 70 % dans 

l’épiderme viable (Duplan & Nocera, 2018) (figure 3). La présence d’eau dans l’épiderme est 

nécessaire au fonctionnement de certaines enzymes, en particulier celles impliquées dans la 

desquamation. La production de filaggrine dépend également de la teneur en eau dans la 

couche cornée. Une forte hydratation de celle-ci s’oppose à la production de NMF par 

protéolyse de la filaggrine alors qu’une diminution de la teneur en eau déclenche cette 

protéolyse et la production de NMF (Angelova-Fischer et al., 2014). 

 

Figure 3 : Gradient hydrique épidermique (soumis aux droits d’auteurs). Représentation 
schématique des gradients physiologiques au sein de l’épiderme considérés comme majeurs 
au plan fonctionnel pour le maintien d’une barrière cutanée efficace (gradients hydriques, de 
pH et ionique, Ca²+). SC : stratum corneum ; SG : stratum granulosum (D’après Duplan H et 
Nocera T). 
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 Rôle métabolique c.
 

La peau joue également un rôle métabolique. Effectivement, elle est le lieu de 

synthèse de la vitamine D (figure 4) qui permet l'absorption de Ca²+ par l'intestin, la 

réabsorption du Ca²+ et du phosphore par les reins et la résorption osseuse par les ostéoclastes 

(Kechichian & Ezzedine, 2018). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Biosynthèse de la vitamine D (soumis aux droits d’auteurs). (D’après Ernandez 

& Stoermann-Chopard, 2012) 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ost%C3%A9oclaste
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 Rôle sensoriel d.
 

Le toucher est un des cinq sens. La peau via les terminaisons nerveuses permet 

l’exploration du monde extérieur à travers le toucher. Parmi les terminaisons nerveuses, les 

terminaisons libres traversent la JDE et pénètrent dans l’épiderme. Elles comprennent des 

mécanorécepteurs, des thermorécepteurs, des nocicepteurs et des pruricepteurs (McGlone & 

Reilly, 2010). Un chapitre plus complet détaillera l’innervation cutanée (Introduction, II). 

 

 Rôle immunitaire e.
 

La peau est aussi un organe immunitaire. D’une part, il contient des cellules de 

Langerhans, cellules présentatrices d’antigène qui vont une fois l’antigène internalisé, 

l’apprêter puis migrer vers les organes lymphoïdes secondaires pour le présenter aux 

lymphocytes T (Lt) naïfs. 

D’autres part, les kératinocytes jouent un rôle dans la défense de l’organisme par la 

sécrétion de peptides antimicrobiens (psoriasine, dermcidine…), la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires (interleukines (IL)-6, 8…) et la présentation d’antigènes aux cellules de 

Langerhans (Noske, 2018). 

 

 Cellules souches 4.
 

 Généralités a.
 

Une cellule souche se définit par une "cellule dans un tissu qui, dans des circonstances 

normales, maintient sa propre population, sans diminuée en fonction et en taille, et fournit des 

cellules filles pour fournir de nouvelles cellules fonctionnelles de ce tissu" (Schofield, 1983). 

Qu’elles soient fœtales, embryonnaires, adultes, uni-, pluri- ou multipotentes, les cellules 
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souches sont au centre de l'attention des chercheurs depuis plus d'un siècle. Les cellules 

souches adultes sont des cellules indifférenciées qui ont la capacité de se multiplier afin de 

générer des cellules différenciées de même lignée que leur tissu d'origine. Dans les années 

1970, la découverte d'un réservoir de cellules souches dans l'épiderme est apparue après la 

première identification de cellules souches épidermiques (Potten, 1974). Au cours des trois 

dernières décennies, les cellules souches adultes ont été isolées à partir de différents tissus 

(système nerveux central, moelle osseuse, rétine et muscle). Différentes publications 

rapportent que certaines cellules souches peuvent générer des cellules d'une autre lignée 

embryonnaire dans des conditions de culture spécifiques (Bergeron et al., 2020; Bjornson et 

al., 1999; Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000). Parmi ces cellules souches, nous nous 

sommes intéressés aux cellules souches présentes au niveau cutané : les «skin-derived 

precursors » ou SKPs. 

 

 Skin-derived precursors b.
 

Au début des années 2000, les précurseurs dérivés de la peau appelée SKP sont 

devenues une nouvelle population de cellules souches (Muller et al., 2018; Toma et al., 2001). 

Les SKPs sont des cellules précurseurs multipotentes dérivées de la crête neurale qui 

possèdent des caractéristiques des cellules souches telles qu'un auto-renouvèlement indéfini et 

une capacité à générer différentes lignées cellulaires (Toma et al., 2001;  Toma et al., 2005). 

Ces cellules souches multipotentes ont d'abord été isolées et décrites à partir de la peau de 

rongeurs (Reynolds & Weiss, 1992). 

Ces cellules souches peuvent être isolées de la peau humaine adulte et possèdent une 

capacité d'auto-renouvellement. Plusieurs études ont démontré qu'une grande variété de types 

de cellules pouvait être dérivée des SKPs, telles que les cellules exprimant des marqueurs de 
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lignées neuronales, gliales, ostéoblastiques, musculaires lisses, chondrocytaires et 

mélanocytaires (Biernaskie et al., 2007; Fernandes et al., 2004, 2006; Toma et al., 2005; 

Wong et al., 2006).  De plus, les SKPs expriment certains marqueurs communs aux cellules 

souches la crête neurale telles que le progéniteur neuronal NESTIN, le p75NTR (récepteur à 

faible affinité aux neurotrophines p75) et les facteurs de transcription, tels que SOX9, SOX10, 

PAX3, SLUG et SNAIL (Fernandes et al., 2004; Wong et al., 2006).  

Leur capacité à se différencier en neurones sensoriels fait l’objet d’un paragraphe 

complet (Introduction, II, 4).  
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II. L’innervation cutanée 

 

 Le système nerveux cutané 1.
 

Le système nerveux périphérique se compose de nerfs périphériques. Ces derniers ont 

leur corps cellulaire dans les ganglions rachidiens dorsaux (GRD) ou les ganglions trigéminés 

pour les nerfs de la face. Les nerfs périphériques se composent de 2 types : les nerfs afférents 

(dirigés vers le système nerveux central) et les nerfs moteurs (vers le système nerveux 

périphérique).  

La peau contient un réseau complexe de fibres nerveuses sensorielles qui constitue une 

barrière vitale en contact direct avec le système nerveux central (Ashrafi et al., 2016). Ces 

nerfs sont essentiels pour influencer les fonctions physiologiques cutanées (Roosterman et al., 

2006). Les mécanorécepteurs, répondant à des simulations mécaniques (i.e à la pression, 

vibration et toucher), les thermorécepteurs, répondant à des stimulations thermiques (i.e chaud 

et froid) et les nocicepteurs, répondant à des stimuli nocifs (i.e pression, étirement, 

température…) se trouvent dans l'épiderme et le derme. Concernant les mécanorécepteurs, 

l'épiderme comprend des corpuscules de Merkel (association entre les cellules de Merkel et 

les terminaisons des fibres Aβ) et des terminaisons nerveuses libres alors que le derme 

comprend des corpuscules de Ruffini, Meissner ou de Pacini et des terminaisons nerveuses 

libres (Roosterman et al., 2006).  

Il existe 3 principaux types de fibres nerveuses cutanées (Aβ, Aδ et C) caractérisées 

par leur corps cellulaire, le diamètre des axones, le degré de myélinisation et la vitesse de 

conduction (Basbaum et al., 2009) (tableau 1). Les fibres Aβ sont larges avec une conduction 

tandis que les fibres C sont petites avec une conduction lente. Les fibres Aδ constituent 80 % 

des nerfs sensoriels primaires émergeant des ganglions de la racine dorsale, tandis que les 
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fibres C constituent 20 % des terminaisons nerveuses (Ashrafi et al., 2016). Ces nerfs 

sensoriels, qui s'étendent à travers toutes les couches de la peau, transfèrent les signaux des 

mécanorécepteurs, des thermorécepteurs et des nocicepteurs dans les ganglions de la racine 

dorsale. Les stimuli mécaniques sont détectés par les mécanorécepteurs associés aux 

corpuscules sensoriels grâce aux fibres Aβ ou aux fibres Aδ ; la température par les 

thermorécepteurs grâce aux fibres Aδ et C ; et la douleur par les nocicepteurs grâce aux fibres 

Aδ et C (Roosterman et al., 2006). A partir de là, des sensations comme la douleur, la brûlure 

et les démangeaisons sont transmises à des zones spécifiques du cerveau.  

Le deuxième groupe de nerfs comprend les fibres nerveuses autonomes qui ne 

constituent qu'une minorité des fibres nerveuses cutanées par rapport aux nerfs sensoriels. 

Elles se limitent au derme et sont impliquées dans la régulation de la circulation sanguine, la 

fonction lymphatique et la régulation des annexes de la peau (glandes sudoripares, glandes 

apocrines et follicules pileux). 

  



32 
 

Tableau 1 : Caractéristiques des fibres nerveuses sensorielles 

Nerfs 

sensoriels 
Myéline Diamètre (µm) Vitesse (m/s) Fonction 

Aα Epaisse 12-22 70-120 Mécanique 

Aβ Modérée 6-12 50 Tact, pression et 
vibrations  

Aδ Fine 1-5 4-30 Mécaniques avec un 
seuil bas, thermiques  

C Absente 0,2-1,5 0,5-2 Mécaniques avec un 
seuil bas, thermiques et 
chimiques  

 

 

 Les pruricepteurs 2.
 

La conception classique des récepteurs sensoriels cutanés définit les trois types 

fonctionnels décrits précedemment : les thermorécepteurs, les mécanorécepteurs et les 

nocicepteurs. Aujourd’hui, nous pouvons en ajouter un quatrième type : les pruricepteurs, 

spécialisés dans la perception du prurit.  

Les pruricepteurs sont localisés au niveau des terminaisons nerveuses libres 

épidermiques ou de la JDE, principalement des fibres nerveuses non myélinisés (fibres C), 

mais également les fibres Aδ (Ringkamp et al., 2011; Ringkamp & Meyer, 2014; Schmelz et 

al., 1997). Au cours du prurit, différents agents cellulaires (kératinocytes, cellules 

immunitaires ou mastocytes) sont activés et libérent de nombreux médiateurs du prurit 

(médiateurs inflammatoires, neuromédiateurs et neuropeptides). Ces médiateurs se lient à 

leurs récepteurs (pruricepteurs), entraînant une activation des neurones sensoriels spécifiques.  

Deux sous-groupes de fibres nerveuses pruriceptives totalement indépendants peuvent 

être distingués : les fibres nerveuses histaminergiques et non-histaminergiques (Ikoma et al., 
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2006). Les signaux sont transférés (à partir de fibres C mécaniquement insensibles (CMi) 

pour la voie histaminergique ou fibres de type C mécaniquement sensibles (CMH), pour la 

voie de signalisation non histaminergiques) à travers le GRD de la moelle épinière puis 

remonte par le tractus spinothalamique jusqu'au thalamus, atteignant finalement le cortex 

cérébral (Yosipovitch et al., 2018) (figure 5).  

Les fibres nerveuses histaminergiques sont activées par l’histamine. Les fibres 

nerveuses non-histaminergiques réagissent à divers pruritogènes autres que l'histamine 

principalement des protéases se liant à la protéine « protease activated receptor » (PAR2) 

mais pas seulement (Yosipovitch & Bernhard, 2013). Les différents pruritogènes et leurs 

récepteurs sont listés dans le tableau 2. L’existence de 2 voies de signalisation distinctes et 

l’implication de nombreux pruricepteurs et médiateurs différents expliquent la variabilité de 

l’efficacité des différents traitements anti-prurigineux. 

 

 

Figure 5 : Voies de signalisation du prurit (soumis aux droits d’auteurs) (D’après 
Yosipovitch G et al., 2018). Déclenchement de la voie de signalisation du prurit par des 
facteurs externes, des pruritogènes exogène ou endogènes sécrétés par les cellules 
immunitaires (par exemple, les mastocytes, les cellules T, les éosinophiles, les neutrophiles, et 
les basophiles) et les kératinocytes. Ces pruritogènes stimulent leurs pruricepteurs localisés 
sur les terminaisons libres des fibres C non-myélinisés situées dans l'épiderme et de la 
jonction dermo-épidermique.  
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Tableau 2 : liste des pruritogènes et leurs récepteurs 

 

BLT-1, Block lipid transport 1; B1/B2, Bradykinin receptor; CGRP, calcitonin gene-related 
/peptide ; ET, endothelin ; GRP, gastrin releasing peptide ; H1R/H4, histamin receptor ;  HT, 
hydroxytryptamine; IL, interleukine; Mgrpr, Mas-related G protein; NK-1R/NK-2R, 
neurokinin receptor; OSMR,  Oncostatin M receptor; PAF, platelet activating factor; PAR, 
protease activated receptor; SP, Substance P; TGR5, Takeda G protein-coupled receptor 5; 
TRPA1, Transient Receptor Potential Ankyrin 1; TRPV1, Transient Receptor Potential 
Vanilloid 1; TSLP, thymic stromal lymphopoeitin 

 

 

  



35 
 

 Le système neuro-immuno-cutané 3.
 

La peau est un organe central vis-à-vis du monde extérieur par l’intermédiaire de ses 

fonctions sensorielle et immunitaire. Les fibres nerveuses cutanées ont un rôle afférent en 

transmettant les informations au système nerveux central mais également un rôle efférent en 

libérant des neuropeptides. Elles agissent activement dans le système neuro-endocrino-

immuno-cutané via les neuropeptides, les cytokines, les neurotransmetteurs, les petites 

molécules et des processus moins définis comme le stress psychologique (Misery, 2011). La 

peau est donc particulièrement sensible au stress. Les voies du stress ont des conséquences 

importantes sur l’homéostasie de la peau, en particulier les fonctions immunes, la fonction 

barrière cutanée, la cicatrisation ou la susceptibilité aux infections (Misery, 1997).  

Sur le plan immunitaire, le stress aigu et le stress chronique agissent différemment. Le 

stress aigu, via les glucocorticoïdes et les catécholamines, va stimuler le système immunitaire 

et orienter vers une réponse T helper (Th) 1. A l’opposé, le stress chronique entraine un 

basculement de la voie Th1 vers la voie Th2 (Elenkov & Chrousos, 1999). L’inflammation 

périphérique a des effets « feedback » sur le cerveau via les cytokines ; l’inflammation et les 

cellules immunitaires retentissent sur le psychisme, comme par exemple l’interféron-α sur la 

dépression (Su et al., 2019). 

 

 Les neurones sensoriels humains à partir des skin-derived precursors  4.
 

Les SKPs sont des cellules souches de la crête neurale qui persistent dans certains 

tissus adultes et se trouvent dans différentes "niches" de la peau et plus particulièrement dans 

la région péri-vasculaire et le follicule pileux (Bergeron et al., 2020; Dai et al., 2018; Sieber-

Blum & Grim, 2004) (figure 6). Les cellules souches neuronales ont la capacité de générer 
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une grande partie du système nerveux périphérique, en particulier les neurones sensoriels (Le 

Douarin & Dupin, 2003).  

  

 

Figure 6 : Localisation potentielle des cellules souches dans la peau (soumis aux droits 
d’auteurs) (Modifié et adapté à partir de Dai et al., 2018). 

 

 Récemment, des travaux menés dans notre laboratoire ont permis de mettre au point 

un protocole de différenciation des SKPs en neurones sensoriels (Bataille et al., 2020). À la 

fin du protocole de différenciation, les neurones sensoriels issus des SKPs montraient une sur-

régulation des neurogènes. L’analyse transcriptionnelle montrait une nette augmentation de 

l’expression de marqueurs de gènes neuronaux BRN3A (marqueur de neurones sensoriels) et 

PRDM12 (marqueurs de cellules nerveuses sensibles à la douleur) par rapport aux SKPs non 

différenciés. En immunohistochimie, 65 % et 80 % des cellules exprimaient les marqueurs 

des neurones périphériques BRN3A et périphérine, respectivement. De plus, les cellules 

différenciées exprimaient les récepteurs présents dans les neurones sensoriels périphériques 

tels que le « transient receptor potential vanilloid 1 » (TRPV1), le PAR2, le « transient 

receptor potential ankyrin 1 » (TRPA1), la substance P (SP), le « calcitonin gene-related 

peptide » (CGRP), le récepteur de H1 de l’histamine (H1R). Ces récepteurs étaient 

fonctionnels comme montré par les signaux de Ca²+ enregistrés à la suite d'une stimulation 

avec leurs agonistes spécifiques. Le TRPV1 est largement exprimée dans les neurones 

sensoriels de la peau et joue un rôle important dans la sensation de douleur et l'inflammation, 

principalement par plusieurs neuropeptides libérés localement comme la SP. Le TRPA1 est 

également exprimé dans les neurones sensoriels et est impliqué dans la douleur et 

l'inflammation également (Gouin et al., 2017). Le H1R est le principal récepteur de la voie du 
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prurit dépendante de l'histamine. Le PAR2 est connue pour être impliquée dans 

l'inflammation neurogène et le prurit (Cottrell et al., 2003). 
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III. Le prurit  

 

 Définition 1.
 

Le prurit, terme clinique pour évoquer la démangeaison, est défini comme une 

sensation désagréable qui entraîne un besoin de se gratter. Ce prurit peut être localisé ou 

généralisé, aigu ou chronique. Il s’agit du signe fonctionnel le plus fréquemment décrit en 

dermatologie avec un retentissement important sur la qualité de vie. 

L’« International Forum for the Study of Itch » (IFSI) a proposé une classification du prurit 

basée sur la présentation clinique du patient et distingue les affections avec et sans lésion 

cutanée primaire ou secondaire (Misery & Ständer, 2016; Ständer et al., 2007). Trois groupes 

sont ainsi définis (figure 7) : 

x Groupe 1 : prurit avec maladie dermatologique. 

x Groupe 2 : prurit avec peau saine ou prurit sine materia. Ce groupe inclus les prurits 

liés à une maladie systémique, une néoplasie, induits par un médicament ou d’origine 

neurologique ou psychiatrique.  

x Groupe 3 : prurit avec lésions de grattage chronique comme le prurigo nodulaire ou le 

lichen simplex  

 

L'étape suivante consiste à classer le patient en fonction de la maladie sous-jacente 

correspondante. À cette fin, plusieurs catégories ont été définies (tableau 3). 
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Figure 7 : Algorithme clinique de classification du prurit (Modifié et adapté d’après 
Pruritus, Misery and Stander, 2016) 

 

Tableau 3 : Classification du prurit selon la maladie sous-jacente (D’après Misery and 
Ständer 2016). 

Catégorie Maladies 

1. Dermatologique Maladies de la peau telles que le psoriasis, la 

dermatite atopique, la gale et l'urticaire 

2. Systémique Maladie de systèmes autre que la peau, 

telles qu’une atteinte hépatique, rénale, 

sanguine ou médicamenteuses 

3. Neurologique Maladie du système nerveux central ou 

périphérique (i.e compression nerveuse, 

irritation nerveuse) 

4. Psychologique / psychosomatique Prurit somatoforme avec comorbidités 

constaté dans les "maladies psychiatriques et 

psychosomatiques". 

5. Mixte Coexistence et superposition de différentes 

maladies 

6. Autres Origine indéterminée 
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 Prévalence du prurit  2.
 

Le prurit est inclus dans la définition de certaines dermatoses, telles que la dermatite 

atopique (DA) ou l'urticaire, mais il n'est pas ou peu associé à d'autres maladies de la peau, 

telles que la rosacée ou les verrues (Hanifin & Rajka, 1980). Le psoriasis a longtemps été 

considéré comme une maladie non prurigineuse, mais il existe actuellement un consensus 

dans l'évaluation des patients atteints de psoriasis sur le fait qu'ils souffrent fréquemment de 

prurit. De manière globale, le prurit altère profondément la qualité de vie et le sommeil des 

patients et induit une énorme charge psychosociale (Gowda et al., 2010; Jeon et al., 2017; 

Kaaz et al., 2019). Dans une récente étude transversale, le prurit avait un effet négatif sur la 

vie quotidienne chez 2 patients sur 3, une insomnie était observée chez plus de 88 % des 

patients (Kopyciok et al., 2016). 

Malgré ces connaissances, il est surprenant de constater qu'il existe peu d'études 

évaluant la prévalence du prurit dans les maladies de peau les plus courantes. Dans ce 

contexte, la société française de dermatologie, le Collège français des enseignants en 

dermatologie et la Fédération française de formation médicale continue en dermatologie ont 

décidé de mener une enquête auprès de la population adulte pour évaluer la prévalence des 

maladies de peau en France ; cette enquête a été appelée le projet "Objectifs Peau" (Richard et 

al., 2018). Nous avons réalisé une étude annexe qui s'est concentrée sur la fréquence du prurit 

et de la douleur dans les dermatoses les plus courantes, ainsi que sur leurs impacts 

psychologiques. Ces données ont fait l’objet d’une communication au « World Congress of 

Itch » à Sydney fin 2019 (l’article est soumis au Journal of the European Academy of 

Dermatology and Venereology (JEADV).  
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 Evaluation prurit  3.
 

La prévalence du prurit est élevée avec un fort retentissement sur la qualité de vie 

des patients atteints. Le prurit est un symptôme subjectif et son évaluation reste un défi 

car aucune méthode objective de sa mesure n'a encore été conçue. L’évaluation du prurit 

a fait l’objet de la publication du chapitre « Assessment of pruritus and sensitive skin » 

dans le livre « Practical Aspects of Cosmetic Testing » paru en 2020.   
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 Les prurits dermatologiques 4.
 

Le prurit est le principal signe fonctionnel des pathologies dermatologiques et est un 

motif fréquent de consultation. Les caractéristiques et la prise en charge des prurits 

dermatologiques ont fait l’objet d’un article dans la revue « Réalités thérapeutiques en 

dermato-vénéréologie » en 2019. 
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Partie 2 : la dermatite atopique 
 

I. Généralités – Aspects cliniques  

 

La DA est une maladie inflammatoire chronique et récurrente caractérisée par des lésions 

cutanées érythémateuses et prurigineuses en phase aiguë et des lésions de lichénification en 

phase chronique (Weidinger & Novak, 2016). Elle est l'une des maladies cutanées les plus 

courantes et affecte jusqu'à 20 % des enfants et 5 % des adultes (Barbarot et al., 2018; Roduit 

et al., 2017). La DA est associée à d'autres maladies atopiques comme la rhinite allergique, la 

conjonctivite ou l'asthme. Les critères diagnostiques de la DA sont fondés sur l’examen 

clinique et, à l'heure actuelle, il n'existe aucun biomarqueur pathognomonique de laboratoire 

pour le diagnostic (Hanifin & Rajka, 1980; Williams et al., 1994).  

La DA commence dès les premiers mois de vie, généralement vers 3 mois mais parfois 

plus tôt. L’atteinte est approximativement symétrique et touche les convexités des membres et 

du visage. Dans la 2ème année, la xérose cutanée est plus constante. Les lésions aigües sont 

suintantes puis crouteuses, le plus souvent mal limitées. Le prurit est souvent important et se 

traduit par des excoriations et des troubles du sommeil. Il peut se manifester par des 

mouvements type frottement contre les draps, agitation, trémoussement des membres et du 

tronc (Weidinger & Novak, 2016). 

Chez l’enfant (après 2 ans), les lésions sont plus localisées au niveau des plis de 

flexions (coude, genou et cou) ou au niveau de zones « bastions » (mains, poignets, chevilles 

et zones sous auriculaire) qui peuvent persister de manière chronique. La xérose est quasiment 

constante (Weidinger & Novak, 2016). 
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Chez l’adulte, la DA peut faire suite à une période d’accalmie pendant l’adolescence 

ou arriver de « novo ». Les formes graves peuvent se manifester par une érythrodermie 

(atteinte de plus de 90 % du corps pendant plusieurs jours voire semaines). Les aspects sont 

semblables à ceux décrits pendant l’enfance avec des lichénifications très importantes et un 

prurit majeur (Weidinger & Novak, 2016). 

Les complications cliniques de la DA sont en particuliers infectieuses. Les 

surinfections herpétiques (« eczema-herpeticum ») peuvent être dramatiques. Les 

surinfections bactériennes à staphylococcus aureus sont fréquentes tout comme des infections 

à molluscum contagiosum. 

  Dans tous les cas, la DA se caractérise par des lésions cutanées érythémateuses, 

vésiculeuses associées à un prurit qui peuvent toucher l’ensemble du tégument (Huet et al., 

2019). Les critères cliniques de de Hanifin et Rajka ont été simplifiés et validés par l’United-

Kingdom Party (Hanifin & RajKa, 1980; Williams et al., 1994) (figure 8).  

 

 

Figure 8 : Critères diagnostiques de la dermatite atopique selon l'United-Kingdom 
Party. 



52 
 

 

Une partie des patients étant en échec thérapeutique, la DA peut avoir un impact 

important sur la qualité de vie des patients, avec un fardeau élevé, surtout dans les formes 

sévères (Dalgard et al., 2015; Misery et al., 2018) (Chapitre 2-IV Introduction). Par 

conséquent, il y a un besoin urgent de mieux comprendre la physiopathologie de la DA et de 

développer de nouvelles thérapies pour prendre en charge ces patients (Huet et al., 2019). 
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II. Physiopathologie  

 

La DA est une maladie multifactorielle à fort déterminisme génétique (72 % de 

concordance chez les jumeaux monozygotes, 23 % chez les jumeaux hétérozygotes) mais non 

héréditaire (Schultz Larsen, 1993). Environ 70 % des patients atteints de DA ont un 

antécédent familial d’atopie (Wen et al., 2009). Les principaux mécanismes 

physiopathologiques (figure 9) peuvent être résumés ainsi (Wollenberg et al., 2018) : 

 (1) une déviation immunitaire vers la voie Th2 dans la phase d'initiation avec pour 

conséquence une augmentation de la production d'immunoglobuline E (IgE),  

(2) un défaut de la fonction « barrière cutanée » due à une anomalie du métabolisme 

lipidique et/ou à la production des protéines de la différenciation épidermique,  

(3) une colonisation microbienne anormale par des organismes pathogènes (e.g. 

Staphylococcus Aureus),  

(4) une inflammation neurogène cutanée.  
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Figure 9 : Schéma résumant les principaux mécanismes physiopathologiques de la 
dermatite atopique. La DA se caractérise par une inflammation cutanée, principalement via 
la voie Th2 avec sécrétions des interleukines (IL)-4 et IL-13. Sur le plan immunitaire, les 
lymphocytes Th22 et Th17 sont également recrutés. De nombreux médiateurs rentrent en jeu 
avec à la fois une production d’immunoglobuline E (IgE), de thymic stromal lymphopoietin 
(TSLP) mais aussi de substance P (SP) et de l’IL-31. Que ce soit la TSLP via le TSLPR, l’IL-
31 via l’hétérodimère IL-31R/OSMRβ ou la SP via le NK-1R, récepteurs tous présents sur les 
terminaisons nerveuses cutanées, ces molécules vont être responsable de l’induction du prurit. 
Une autre voie de signalisation du prurit implique la voie du PAR2 (protease activated 
receptor 2). Les démangeaisons vont engendrer un grattage qui va entrainer des lésions 
cutanées et induire une rupture de la barrière cutanée permettant aux allergènes de pénétrer la 
barrière cutanée et activer une inflammation cutanée. Le microbiote est aussi modifié avec 
une surreprésentation du Staphylococcus Aureus. 
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Bien que la physiopathologie de la DA ne soit pas complètement comprise, de 

nombreuses études ont démontré que le dysfonctionnement de la barrière cutanée et le 

dérèglement immunitaire sont les 2 principaux éléments (Brunner et al., 2018; Kim & Leung, 

2012; Lowe et al., 2018).  

Le dysfonctionnement de la barrière cutanée a été considéré comme la première étape 

dans le développement de la marche atopique qui désigne une évolution assez stéréotypée des 

patients atopiques (Dharmage et al., 2014) :  

1) Apparition de la DA au cours du premier semestre de vie, 

2) Puis de l'asthme entre 2 et 4 ans, 

3) Et d’une rhino-conjonctivite. 

La filaggrine, la loricrine, l’involucrine, les transglutaminases ou les kératines sont des 

protéines clés responsables de la fonction épidermique. Une mutation du gène codant pour la 

filaggrine est présent chez environ 30 % des patients ayant une DA (Palmer et al., 2006). La 

présence de cette mutation augmenterait par 3 le risque d’avoir une DA. A noter que la 

mutation de la filaggrine est présente chez environ 10 % de la population. Les défauts de ces 

protéines facilitent la pénétration des allergènes et des pathogènes microbiens dans la peau. 

Cette augmentation de la perméabilité cutanée active l’inflammation cutanée et le système 

immunitaire, en particulier la voie Th2 (hypothèse « outside-inside ») (Jakasa et al., 2011; 

Taïeb, 1999) (figure 10).   
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Figure 10 : Schématisation de l’hypothèse « outside-inside » de la dermatite atopique. 
(1) Défaut de l'épiderme avec altération des protéines de la différenciation épidermique 
(filaggrine, loricrine, involucrine et kératine 10) et altération de la composition des lipides. (2) 
Cette altération entraîne une augmentation de la pénétration de facteurs exogènes. (3) Les 
facteurs exogènes stimulent les kératinocytes (en particulier par les TLR) entraînant la 
sécrétion de TSLP et l'activation des cellules dendritiques. (4) Cette activation induit une 
inflammation cutanée avec stimulation des cytokines Th2.   
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Toutefois, il est également évident aujourd'hui que la dysrégulation immunitaire, en 

particulier l'activation de la voie Th2, entraîne une altération des réponses immunitaires et une 

altération de la barrière épidermique (figure 11). 

 

Figure 11 : Schématisation de l’hypothèse « inside-outside » de la dermatite atopique. 
(1) L'environnement pro-inflammatoire est lié à une production de cytokines Th2 par les 
cellules immunitaires. (2) Les cytokines Th2 agissent sur l'épiderme et en particulier sur les 
kératinocytes. (3) Cette interaction entraîne la sécrétion de TSLP par les kératinocytes, un 
défaut de l'épiderme avec une altération de l'organisation et de la composition des lipides, et 
une altération de la différenciation des protéines de la différenciation épidermique. 
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L'interaction entre les facteurs environnementaux et l'altération de la barrière cutanée 

entraîne une hyperactivation de l'immunité innée avec la sécrétion par les kératinocytes et les 

cellules présentatrices d'antigènes de cytokines telles que la TSLP, l'IL-25 et l'IL-33 (Kezic et 

al., 2012; Oyoshi et al., 2010). Ces cytokines favorisent l’orientation des lymphocytes Th-

naïfs vers le phénotype Th2 et la sécrétion de cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-13 et IL-31) 

(Soumelis et al., 2002). Il est intéressant de noter que la peau non lésionnelle des patients 

atteints de DA présente également des signes d'inflammation de faible degré avec la présence 

de Th2, Th22 et, à un niveau inférieur, d'infiltration de cellules Th17 et de cytokines pro-

inflammatoires (Eller et al., 2009; Suárez-Fariñas et al., 2011). En phase chronique, 

l'infiltration cellulaire est composée à la fois de cellules Th2 et Th1 avec moins de Th22 et 

Th17 que dans les lésions aiguës (Weidinger & Novak, 2016). Il a été démontré que l'axe de 

signalisation « Janus kinase/signal transducer and activator of transcription » (JAK/STAT) 

joue un rôle essentiel dans la dysrégulation des réponses immunitaires dans la DA, impliquant 

l'amplification de la réponse des cellules Th2 et la suppression des cellules T régulatrices 

(Pesu et al., 2008; Shreberk-Hassidim et al., 2017). En outre, la voie JAK/STAT, lorsqu'elle 

est activée par l'IL-4, l'IL-13, l'IL-31 et la TSLP, joue un rôle important dans la pathogénie de 

la DA en régulant à la hausse l'expression des chimiokines dérivées de l'épiderme et d'une 

cascade de cytokines pro-inflammatoires, ainsi qu'en régulant à la baisse les protéines 

structurelles de l'épiderme (Bao et al., 2013). 

La réponse inflammatoire Th2 aggravera à son tour les défauts de la barrière 

épidermique et contribuera à l'augmentation du prurit, le grattage altérant davantage la 

barrière épidermique et stimulant l'immunité innée, réalisant un cercle vicieux : le cycle 

grattage-démangeaison (Huet et al., 2018; Murota & Katayama, 2017). 

Dans le même temps, l'interface peau-nerfs est altérée et provoque une expression 

accrue de nombreux médiateurs pro-inflammatoires. Divers neurotransmetteurs, en particulier 
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la SP, et les facteurs de croissance neuronaux libérés par les terminaisons nerveuses dans le 

sang ou la peau sont impliqués dans l'inflammation neurogène, ce qui renforce et maintient 

l'inflammation induite par les cellules immunitaires (Choi & Di Nardo, 2018). 

Récemment, de nouvelles perspectives sur la pathophysiologie du développement de la 

DA, axées sur un rôle important des anomalies des lipides de l'épiderme ainsi que les 

interactions neuro-immunes et le rôle du microbiote ont été évoqués (Danso et al., 2014; 

Janssens et al., 2012; Weidinger & Novak, 2016).  
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III. Le prurit de la dermatite atopique 

 

 Caractéristiques, prévalence du prurit de la dermatite atopique et impact sur la 1.

qualité de vie  

 

Le prurit est un symptôme majeur de la DA et constitue l'un des principaux critères de 

diagnostic, de Hanifin & Rajka et de l’United-Kingdom Working Party (Hanifin & Rajka, 

1980; Williams et al., 1994). Les patients atteints de DA souffrent pour la quasi-totalité de 

prurit (de 87 % à 100 %) (Dawn et al., 2009). Le prurit dans la DA est grave, persistant et en 

corrélation avec la gravité de la maladie comme nous l’avons montré dans une étude qui avait 

pour but de caractériser le prurit selon la sévérité de la DA (Huet et al., 2019).  
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La DA est une dermatose dont le fardeau et l’impact sur la qualité de vie sont élevés 

(Drucker et al., 2017). Elle a un impact profondément négatif sur la vie des personnes 

touchées mais également leur famille (Marciniak et al., 2017). Dans une étude récente, les 

résultats ont révélé de nombreux effets sur l'activité professionnelle des patients, en particulier 

les absences au travail, notamment leur nombre et leur durée (Eckert et al., 2017). Il est à 

noter que de nombreux patients pensent à la maladie sur leur lieu de travail, et ces pensées 

peuvent avoir des effets négatifs sur la productivité (Misery et al., 2018). Dans une autre 

étude, un impact sur la sexualité a été fortement associé aux démangeaisons, à la dépression, à 

l'anxiété et même aux idées suicidaires (Misery et al., 2019). Concernant le fardeau, concept 

récent qui inclut des aspects plus larges (par rapport à la qualité de vie) du handicap lié à la 

maladie, tels que les facteurs psychologiques, physiques, sociaux et économiques, celui de la 

DA est associé à une altération de la qualité de vie des patients (Chren & Weinstock, 2004; 

Salzes et al., 2016). De manière plus spécifique, le prurit impacte fortement le sommeil et la 

qualité de vie des patients, ce qui entraîne un taux plus élevé d'anxiété, de dépression et 

d'idées suicidaires (Drucker et al., 2017).  

Bien que la douleur soit fréquemment signalée par les patients atteints de DA, elle a 

été peu étudiée. Dans enquête sur un large échantillon représentatif de la population française 

que nous avons effectué, la douleur était présente chez plus de la moitié des patients avec une 

intensité de 6/10 (Huet et al., 2020). Il convient de la rechercher et la traiter chez les patients 

atteints de DA. 

La DA par ses lésions cutanées visibles, le prurit mais aussi la douleur engendrée, 

entraîne une souffrance physique mais également psychique que nous avons décrite dans 

l’article suivant : « retentissement psychique de la dermatite atopique ». 
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 Physiopathologie du prurit de la dermatite atopique 2.
 

Aujourd'hui, il existe une recherche très dynamique sur la physiopathologie et le 

traitement de la DA, en particulier en ce qui concerne la démangeaison. De nombreux 

pruritogènes et leurs récepteurs spécifiques sont impliqués dans les voies de prurit chez les 

patients atteints de DA (Mollanazar et al., 2015) (tableau 4). Parmi les médiateurs, le rôle de 

l'histamine est probablement limité, comme l'indique l'inefficacité des traitements anti-

histaminiques. Une étude récente comparant 25 patients atteints de DA et 25 témoins n'a pas 

trouvé de différence dans l'intensité des démangeaisons provoquées par l'histamine. De plus, 

le prurit dans la DA est médié par des fibres C non-histaminergiques (Andersen et al., 2017). 

En outre, PAR2 exprimé par les kératinocytes et les terminaisons nerveuses libres cutanées est 

impliqué dans la voie du prurit de la DA (Lee et al., 2010). Récemment, calcium release-

activated calcium channel protein (Orai 1), un canal qui sert de médiateur pour l'influx de 

Ca²+ stocké nécessaire à l'expression des cytokines « nuclear factor of activated T »-cells 

(NFAT)-dépendantes, s'est révélé être un régulateur essentiel de la TSLP (Wilson et al., 

2011). Cette étude soutient que la TSLP joue un rôle clé dans la DA puisque l'activation des 

kératinocytes provoque libération de TSLP qui se lie à son récepteur, à savoir la TSLPR 

située sur les fibres nerveuses. Les fibres nerveuses activées libèrent des neuropeptides tels 

que le CGRP et la SP qui activent à leur tour les kératinocytes via leurs récepteurs 

spécifiques, entraînant une boucle d'activation ; ceci soutient le fait qu’il existe une 

communication forte entre les kératinocytes et les fibres nerveuses cutanées. 

L'IL-31 est un autre élément de recherche sur le prurit atopique. Une étude récente a 

montré que l'IL-31 est produite par les cellules Th2 et qu'elle est surexprimée dans la peau et 

le sérum des patients atteints de DA (Otsuka et al., 2011). Ainsi, l'IL-31 induit directement 

des démangeaisons via son récepteur (un hétérodimère composé de 2 sous –unités, l’ IL-

31RA  et l’OSMRβ) qui est exprimé sur les kératinocytes et les fibres nerveuses (Sonkoly et 
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al., 2006). Dans une méta-analyse publiée en 2018, les résultats montraient que les taux 

sériques d'IL-31 étaient plus élevés chez les patients atteints de DA sévère que chez ceux 

atteints de DA modérée. De plus, la gravité du prurit chez les patients atteints de DA et les 

taux sériques d'IL-31 étaient positivement corrélés (Lu et al., 2018).  

Les facteurs environnementaux et la pollution jouent également un rôle et font l'objet 

de recherches. Une équipe japonaise a montré comment divers composants organiques de 

polluants activent le récepteur d'hydrocarbure aryle (AhR) dans les kératinocytes et stimulent 

l'artémine, un membre de la famille des neurotrophiques. Dans leur modèle murin, 

cliniquement et histologiquement proche de la DA, l'artémine était responsable de 

l'hyperinnervation épidermique qui conduit à une hypersensibilité au prurit (Hidaka et al., 

2017). Ainsi, l'artémine s'accumulerait dans le derme supérieur de la peau lésionnelle chez les 

patients atteints de DA (Kim et al., 2014). 

De récentes études de neuro-imagerie suggèrent que les mécanismes de modulation 

centrale jouent un rôle important dans la démangeaison chronique de la DA. Les patients 

atteints de DA ont un modèle d'activation plus diffus que les sujets sains (Mochizuki et al., 

2017).  

En outre, l'hyperinnervation épidermique décrite dans la DA est peut-être en partie 

responsable de la sensibilisation aux démangeaisons, bien qu’une nouvelle étude remette en 

question cette affirmation (Tan et al., 2018; Tominaga & Takamori, 2014). 
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Tableau 4 : Principaux pruritogènes et leurs récepteurs dans la dermatite atopique 

Pruritogène Récepteur 
Histamine Histamine receptors (H1R, H4R) 
Kallikreins (KLK-5), tryptase, protease PAR2, PAR4 
Bradykinin Bradykinin receptors 
Serotonin, 5-HT 5-HT receptor 
Endothelin-1 Endothelin receptors (ETA) 
IL-31 IL-31 receptor A 
TSLP TSLP receptor 
Substance P Neurikinin-1 receptor (NK-1R) 
PAF PAF receptor 
Electrophiles, oxidants, pro-inflammatory 
agents TRPA1 
12-HPETE TRPV1 
Artemin AhR 
IL-2 IL-2 receptor 
GRP GRP receptor 
β-endorphin µ opioid receptor 
Acethylcholine Acetylcholine receptor 
CGRP  CGRP receptor 
CXCL10 CXCR3 chemokine receptor 
NGF TrkA 
BAM8-22 Mgrpr 
GRP GRPR 

 

PAR, protease activated receptor; HT, hydroxytryptamine; IL, interleukine; TSLP, thymic 
stromal lymphopoeitin; PAF, platelet activating factor; HPETE, 
hydroxyperoxyeicosatetraenoic; AhR, Aryl Hydrocarbon Receptor ; GRP, gastrin releasing 
peptide ; NGF, nerve growth factor ; TrKA, tropomyoin receptor kinase A ; Mgrpr, Mas-
related G protein ; CGRP, calcitonin gene-related peptide 
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IV. Traitements de la dermatite atopique 

 

La DA est un cercle vicieux entre :  

x L’inflammation stimulant le prurit qui à son tour entraine des lésions de grattage 

responsables d’une altération de la barrière cutanée 

x L’altération de la barrière épidermique qui entraine une activation de l’inflammation 

cutanée via la voie Th2. 

La prise en charge thérapeutique vise à stopper l’inflammation et restaurer la barrière 

cutanée. A côté des traitements dits conventionnels, de nouveaux traitements avec une activité 

plus ciblée sont en cours d’étude.  

Le traitement actuel de la DA et les recommandations de prise en charge ainsi que les 

traitements topiques et systémiques à venir ont fait l’objet d’une publication dans les Annales 

de Dermatologie cette année (Huet et al., 2020). 

  



75 
 

 

  



76 
 

 

  



77 
 

 

  



78 
 

 

  



79 
 

 

  



80 
 

 

  



81 
 

 

  



82 
 

 

  



83 
 

 

  



84 
 

La prise en charge du prurit est la première plainte des patients, qui peut-être plus 

importante que la demande de traitement des lésions de DA en elle-même. Parmi les 

traitements de la DA, leur efficacité sur le prurit est variable mais fait aujourd’hui partie des 

critères d’évaluation dans les études.  

x La première étape pour traiter le prurit de la DA consiste à appliquer des émollients qui 

réparent les défauts de la barrière cutanée. Les émollients se sont avérés efficaces contre la 

démangeaison chez le patient atopique (Kawakami & Soma, 2011). Lors d'une poussée 

aiguë, les dermocorticoïdes agissent sur l’inflammation cutanée. Les inhibiteurs topiques 

de la calcineurine peuvent être utilisés comme alternative aux dermocorticoïdes et 

inhibent la libération de cytokines inflammatoires telles qu’IL-4, Il-13, TSLP… (Ständer 

et al., 2006).  

x La deuxième étape contient des thérapies systémiques telles que les UV, la ciclosporine 

A, l'azathioprine ou le méthotrexate. Dans une étude sur le prurit chez des patients atteints 

de DA, les UVB à bande étroite ont diminué la gravité du prurit chez 90 % des patients 

(Reynolds et al., 2001). La ciclosporine A est un excellent traitement antiprurigineux de la 

DA et a montré une diminution significative de la gravité du prurit et une baisse des taux 

sériques d'IL-31 (Otsuka et al., 2011; Pacor et al., 2004). D’après les essais cliniques, le 

méthotrexate et l'azathioprine avaient une efficacité similaire dans les évaluations du 

prurit (Schram et al., 2011). 

x Le dupilumab est le premier d'une nouvelle génération de traitements de la DA et de son 

prurit. Le dupilumab est un anticorps monoclonal qui se lie à la sous-unité α du récepteur 

à l’IL-4. Dans des études contrôlées par placebo, le dupilumab a réduit le prurit de 

manière significative (44-51 % de réduction), et les résultats ont été confirmés dans l'étude 

en situation réelle (Simpson et al., 2017; Tauber et al., 2019). De nombreux autres 

anticorps monoclonaux sont en cours d'essai (Huet et al., 2020; Misery et al., 2019). Le 
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tralokinumab et le lebrikizumab sont des anticorps monoclonaux neutralisant l’IL-13. Le 

némolizumab est un anticorps monoclonal du récepteur A de l'IL-31, qui a été 

spécifiquement développé pour le traitement du prurit lié à la DA, inhibant la signalisation 

de l'IL-31. Dans une étude de phase II, le prurit a été réduit jusqu'à 90 % en 52 semaines 

(Kabashima et al., 2018). Le tezepelumab est un anticorps monoclonal ciblant la TSLP. 

Compte tenu du rôle de la TSLP dans le prurit atopique, le tezepelumab semble très 

intéressant. Néanmoins, dans l'étude récente de phase II, le tezepelumab a montré une 

efficacité limitée sur le prurit et les signes inflammatoires (Simpson et al., 2019).  

x La phosphodiestérase 4 (PDE4) est une enzyme qui régule les cytokines pro-

inflammatoires impliquées dans la DA telles que l'IL-4, l'IL-31 ou l'IL-33. Le Crisaborole 

est un nouvel inhibiteur topique de la PDE4 approuvé dans la DA et qui a montré une 

amélioration du prurit (Paller et al., 2016). Dans une étude de phase II, l'apremilast (un 

inhibiteur de la PDE4 administré par voie orale) montrait une efficacité modeste dans la 

DA et une diminution du prurit, mais non significative par rapport au placebo (Simpson et 

al., 2019). 

x Les inhibiteurs des voies JAK/STAT (tyrosine kinase (TYK) 2, JAK1, JAK2 et JAK3) 

sont en cours d'évaluation pour le traitement oral de la DA. Les résultats sont 

encourageants sur le prurit. Par exemple, dans les études de phase III du baracitinib, le 

prurit diminue de plus de 30 %, et de manière intéressante dès les premières prises 

(Simpson et al., 2020). 

x La libération massive de la SP est impliquée dans l'inflammation neurogène et 

l'augmentation du prurit. Deux phases II avec un antagoniste des récepteurs de la SP (le 

« neurokinin-1 receptor » (NK1R)) par voie orale ont été réalisées. La première avec le 

serlopitant ne montrait pas d’amélioration sur le prurit. La seconde concernant le 

tradipitant est terminée mais les résultats ne sont pas publiés. 
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x Parmi les autres traitements possibles sur le prurit atopique, les agonistes des récepteurs 

kappa, l'antihistaminique H4 oral, l'acide dihomo-γ-linolénique ou le tapinarof (agit sur 

l'AhR) sont en cours d'évaluation et pourraient constituer de futurs traitements du prurit 

dans la dermatite atopique (Peppers et al., 2019).  
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Partie 3 : Modèles in vitro de « DA-like » 
 

Avec son incidence très élevée dans l'enfance, sa chronicité, l’altération de la qualité de 

vie des patients touchés et de leur famille, ses coûts socio-économiques énormes et les options 

thérapeutiques limitées à ce jour, la DA représente un défi scientifique et médical majeur. Par 

conséquent, un certain nombre de modèles, animaux ou in vitro, ont été développés et utilisés 

par les chercheurs et l'industrie pharmaceutique. Ces modèles ont pour objectif de mieux 

comprendre la maladie et envisager de nouvelles voies thérapeutiques à cibler (Jin et al., 

2009). 

 

I. Modèles animaux de dermatite atopique 

 

Une grande variété de modèles animaux de DA est actuellement utilisée. Les chiens, les 

chats et les chevaux, notamment, développent spontanément des lésions de type DA (Marsella 

& De Benedetto, 2017). Parmi ceux-ci, les modèles canins sont fréquemment utilisés car leur 

phénotype et leurs symptômes cliniques ressemblent beaucoup à ceux de la DA humaine 

(Marsella & Girolomoni, 2009). Cependant, du fait du coût et de leur faible maniabilité, 

l’utilisation de ces modèles animaux demeure relativement marginale. De ce fait, et 

indépendamment du fait qu'ils ne développent pas spontanément de lésions d’eczéma, les 

souris sont les modèles les plus utilisés en raison de leur coût relativement faible, de leur 

court délai de maturation et de la grande maniabilité des manipulations génétiques (Jin et al., 

2009; Marsella & Olivry, 2003). Toutefois, les modèles de souris ne reflètent pas de manière 

adéquate les voies transcriptomiques et transcriptomiques activées dans la DA de la peau 

humaine (Ewald et al., 2017). La différence intrinsèque entre la peau de la souris et la peau 
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humaine représente également une barrière à la translation directe des découvertes sur les 

animaux vers les pathologies de l’homme.  

Par conséquent, l’intérêt est croissant envers les modèles de culture cellulaire utilisant des 

tissus humains même s’il ne s’agit pas de modèles complets (Eyerich et al., 2019).  

 

II. Modèles in vitro de dermatite atopique 

 

Parmi les modèles in vitro, il existe plusieurs modèles de culture cellulaire (E. De Vuyst et al., 

2017) :  

- Bidimensionnelle ou 2D  

- Tridimensionnelle ou 3D 

Ces modèles se complètent et répondent à des questions différentes. 

 

 Modèles 2D 1.
 

 Généralités a.
 

Les cultures d'un seul type cellulaire, qu'il s'agisse de cellules immunitaires ou de 

kératinocytes, peuvent être considérées comme les modèles in vitro les plus simples. Cela 

s’applique pour l'analyse des phénomènes de la DA et plus particulièrement son épiderme 

composé à 90 % de kératinocytes. Bien que ces modèles ne tiennent pas compte des structures 

et des interactions complexes au sein de la peau, ils présentent l’avantage de permettre une 

évaluation précise de la réponse d'une cellule spécifique à une question donnée. 
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Les modèles 2D permettent d’étudier les différents types cellulaires séparément 

(kératinocytes, lymphocytes, mastocytes…) et de les caractériser. De plus, les cellules 

impliquées (kératinocytes ou cellules immunitaires) dans la physiopathologie de la DA 

peuvent être isolées soit à partir de peau pour les kératinocytes soit a partir du sang 

périphérique de sujets normaux ou de patients atteints de DA (De Vuyst et al., 2017).  

 

 Les kératinocytes b.
 

Pour étudier le rôle des kératinocytes dans la physiopathologie de la DA, deux 

possibilités existent : 

- La lignée cellulaire HaCaT (lignée cellulaire de kératinocytes immortels aneuploïdes 

spontanément transformés provenant de la peau humaine adulte (Boukamp et al., 

1988; Olschläger et al., 2009). Les cellules HaCaT sont utilisées pour leur grande 

capacité de différenciation et de prolifération in vitro (Schürer et al., 1993). 

- L’utilisation de kératinocytes primaires isolés à partir de peau d’animaux (rat, souris, 

porc…) ou humaine. Suite à leur extraction à partir de peau par digestion 

enzymatique, seuls les kératinocytes basaux, proliférant, peuvent être mis et conservés 

en culture.  

Que ce soit en lignée ou primaires, les kératinocytes mis en culture sont proliférants. 

L’ajout de Ca²+ dans les cultures permet d’induire leur différenciation et ainsi étudier à la fois 

le comportement des kératinocytes en prolifération ou en différenciation. Ces cultures sont 

simples à réaliser et restent très utiles pour l'étude de mécanismes moléculaires de base dans 

un contexte physiologique ou pathologique comme la DA. Dans ce dernier cas, plusieurs 

modèles ont été mis en place. L’ajout d’IL-4 et IL-13 permet d’analyser l’effet de 

l’inflammation cytokinique sur les HaCaT et les kératinocytes primaires (Omori-Miyake et 
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al., 2014). Ainsi, lors de l'incubation avec ces cytokines, les cellules épidermiques 

présentaient entre autres une expression transcriptomique sensiblement réduite pour la FLG. 

Les expressions des cytokératines 1 et 10, de la desmogleine 1 et de la desmocolline 1 étaient 

également diminuées.  

Dans le modèle de Dang et al., l’inhibition d’expression de la FLG entraînait une 

augmentation de la libération des cytokines Th2, comprenant l’IL-4, IL-5, et IL-13, tandis que 

la production de l’interféron-γ (IFN-γ) était réduite (Dang et al., 2015).  

De plus, l’étude des kératinocytes issus de patients atteints de DA peuvent être étudiés 

en culture 2D. La stimulation de ces kératinocytes par les cytokines IL-4, TNF-α et IFN-γ 

entraînait la production de chimiokines pro-inflammatoires comme l’IL-8 (Giustizieri et al., 

2001). 

Cependant les kératinocytes cultivés en monocouche ne se stratifient pas et ne 

produisent pas de barrière épidermique efficace. Par conséquent, le développement de 

modèles épidermiques in vitro en 3D, c’est-à-dire qui produisent une barrière fonctionnelle, 

est crucial pour mieux comprendre la complexité de la DA et évaluer les traitements. 

 

 Autres modèles 2D c.
 

La grande majorité des modèles se focalisent sur les kératinocytes, mais quelques 

modèles se sont intéressés aux autres cellules impliquées (De Vuyst et al., 2017). En 

particulier des cultures de lymphocytes ont été réalisées et il a été montré que la fréquence des 

lymphocytes exprimant le récepteur de la TSLP était corrélée à la sévérité de la DA (Tatsuno 

et al., 2015). Quelques études ont également concerné les mastocytes, fibroblastes, 

éosinophiles et basophiles (Jiao et al., 2016; Nomura et al., 2001).  
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 Modèles 3D 2.
 

Les modèles 3D reproduisent l'épithélium pavimenteux stratifié de l'épiderme, mais 

nécessitent une culture plus longue et une expertise spécifique.  

Parmi les modèles 3D on retrouve : 

- Les peaux reconstruites : épidermes humains reconstruits (EHR ou « reconstructed 

human epidermis » (RHE)) et les équivalents de peau humaines (« human skin 

equivalent (HSE)). 

- Les explants cutanés (biopsies prélevées sur l’organisme). 

 

 Peaux reconstruites a.
 

Les EHR sont constitués de kératinocytes sans compartiment dermique, alors que les 

HSE ont une matrice qui reproduit un derme. Ces 2 modèles imitent les caractéristiques in 

vivo de l'épiderme humain en termes de différenciation, de fonction de barrière et d'histologie 

(De Vuyst et al., 2014; Eckl et al., 2011; Frankart et al., 2012; Poumay et al., 2004). Les EHR 

sont composés uniquement de kératinocytes, cultivés à linterface air-liquide sur des filtres en 

polycarbonate inerte. Inversement, les HSE sont basées sur une matrice de type dermique 

initialement organisée avant l'ensemencement et la culture de kératinocytes sur le dessus pour 

la stratification de l'épiderme et la kératinisation par exposition à l'air. La matrice de type 

dermique peut soit être basée sur un derme désépidermisé ou sur des matrices de collagène 

contenant des fibroblastes. 
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Epiderme humain reconstruit 
 

L’analyse de la littérature des EHR mimant la DA a fait l’objet d’une revue de la 

littérature publiée dans « Journal of Dermatological Sciences » (Huet et al., 2018). 
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Human skin explant 
 

Contrairement aux EHRs, les modèles d’HSE constituent des modèles de peau plus 

complexe en raison de la présence d’un derme-équivalent. L'importance de la communication 

kératinocytes-matrice extracellulaire du derme produite par les fibroblastes a été démontrée à 

plusieurs reprises, bien que les médiateurs sous-jacents ne soient pas encore entièrement 

compris (Marionnet et al., 2006; Werner et al., 2007). Plusieurs modèles d’HSE ont été mis en 

place et répertoriés dans la revue de De Vuyst (De Vuyst et al., 2017). De même que pour les 

modèles d’EHR, 2 grandes approches ont été effectués :  

x La première selon l’hypothèse « inside-outside » : l’environnement pro-inflammatoire 

Th2, en particulier avec les IL-4 et 13, agit sur l’épiderme. Les kératinocytes sécrètent 

de la TSLP qui active la boucle de l’inflammation, la composition lipidique de 

l’épiderme est altérée, ainsi que la barrière épidermique avec une diminution de 

l’expression de la filaggrine, la loricrine et l’involucrine.  

x La seconde selon l’hypothèse « outside-inside » : l’altération de la perméabilité 

épidermique liée à une atteinte des protéines de la couche cornée (filaggrine, loricrine 

et involucrine) et de la composition lipidique entrainent une augmentation de la 

pénétration de facteurs exogènes. Les kératinocytes sont stimulés, en particulier via 

leur TLRs, et sécrètent de la TSLP qui active les cellules immunitaires de la voie Th2. 

 

La première consistait à évaluer l’effet des cytokines Th2. Dans son modèle Kamsteeg 

et al. stimulaient un HSE avec les cytokines Th2 IL-4/IL-13 et observaient des 

caractéristiques morphologiques similaires à celles de la peau atopique lésionnelle ainsi 

qu'une expression accrue des gènes associés à la DA (Kamsteeg et al., 2011).  
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La seconde avait pour but d’analyser les effets de l’altération de la barrière cutanée en 

créant un déficit en filaggrine par l’intermédiaire de micro-acide riboxynucléique (ARN). Dans 

leur modèle, Kuchler et al. montraient une perturbation du développement de la couche 

cornée et l’apparition d’une spongiose (Küchler et al., 2011). Dans un autre modèle, la 

perméabilité de la barrière épidermique était accrue mais aucune altération de la composition 

lipidique ou de la différenciation des kératinocytes (Mildner et al., 2010).  

Hönzke et al. ont poussé cette approche un peu plus loin, en étudiant l'impact des 

cytokines Th2 IL-4/IL-13 sur une peau avec un déficit induit en filaggrine (Hönzke et al., 

2016). L’ajout de cytokines Th2 entrainait un épaississement de l'épiderme et une 

augmentation significative du pH de la surface de la peau. De manière globale, les HSE avec 

déficit en filaggrine étaient plus sensibles aux effets des cytokines Th2 que les modèles HSE 

sans déficit en filaggrine. 

 

 Explant cutané b.
 

Parmi les modèles in vitro, les explants cutanés se rapprochent encore plus du in vivo 

que les HSE. Les explants cutanés possèdent un derme physiologique avec des fibroblastes 

mais également des cellules endothéliales et des cellules immunitaires, même si ces dernières 

disparaissent rapidement de la culture (Chéret et al., 2020). De même, au niveau de 

l’épiderme, des kératinocytes ainsi que des cellules de Langerhans, de Merkel ou des 

mélanocytes sont retrouvés. Ce modèle est donc au plus près de la réalité (Zhou et al., 2018). 

Très peu de modèles d’explants cutanés avec caractéristique de DA existent. Bogiazi 

et al. ont montré que les cytokines Th2 (IL-4/IL-13) associées à des cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α/IL-1α) pendant 48 h agissaient en synergie sur la production de TSLP 

dans des explants cutanés (Bogiatzi et al., 2007; De Vuyst et al., 2016). L’IL-8 était 
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également augmentée. Cependant les auteurs ne se sont pas intéressés aux caractéristiques 

morphologiques de l’explant après ajout du cocktail cytokinique, le phénotype de DA n’est 

donc pas confirmé pour ce modèle. 

 

 Autres modèles in vitro 3.
 

 Cellules immunitaires a.
 

Les cellules immunitaires, en particulier via la sécrétion de cytokines Th2 jouent un 

rôle important dans la DA. Quelques études ont été réalisées mais l’incorporation de 

lymphocytes ou d’autres cellules immunitaires demandent une maitrise et une expertise bien 

particulière (Engelhart et al., 2005; Löwa et al., 2018). 

 

 Innervation cutanée b.
 

Comme expliqué précédemment, l’innervation cutanée, à la fois via le prurit et 

l’inflammation neurogène, fait partie intégrante des mécanismes physiopathologiques de la 

DA. Or, un seul modèle s’est intéressé à l’interaction entre les kératinocytes et les fibres 

nerveuses sensorielles. Dans son modèle, Roggenkamp et al. ont étudié un modèle construit à 

partir de cellules de peau de patients atteints de DA. Les fibres nerveuses provenaient de GRD 

de porc et étaient fixés sous un derme équivalent sur lequel était déposé des kératinocytes de 

patient atteint de DA (Roggenkamp et al., 2013). L’innervation induisait un épaississement de 

l'épiderme, encore plus prononcé dans les modèles de peau atopique en raison de 

l'augmentation de l'excroissance des neurites et une libération accrue de CGRP.  
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CONTEXTE 
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La DA est une maladie inflammatoire chronique évoluant par poussée qui débute 

généralement dans la petite enfance et peut se poursuivre jusqu’à l’âge adulte (Barbarot et al., 

2018). En effet, le prurit fait partie intégrante de la maladie et est au premier plan des plaintes 

du patient (Weidinger & Novak, 2016).Et plus la DA est sévère et plus le prurit est intense, 

entraînant des troubles du sommeil et une altération de la qualité de vie (Huet et al., 2019).  

La DA est multifactorielle et implique des facteurs immunologiques, génétiques et 

environnementaux dont l’étiologie n’est pas encore complètement comprise mais, sa 

physiopathologie de mieux en mieux connue ouvre la voie à de nouvelles thérapies (Huet et 

al., 2020). Le dérèglement du système immunitaire (inné et adaptatif) et l’altération de la 

barrière cutanée sont deux altérations fondamentales à l’origine de l’inflammation cutanée et 

engendrent un cercle vicieux.  

La mise en place de modèles d’étude in vitro de la DA est un véritable challenge. En 

effet, ces modèles doivent reproduire au mieux les différentes caractéristiques de cette 

pathologie, que ce soit au niveau protéique, lipidique, du microbiote et de l’environnement 

inflammatoire. De nombreux modèles existent et nous avons effectué une revue de la 

littérature des modèles d’épidermes humain reconstruits mimant la DA (Huet et al., 2018). 

Cette revue permet de faire le point sur la physiopathologie de la DA, ou du moins les 

éléments actuellement modélisables, et d’analyser les forces et faiblesses de ces modèles. 

Parmi ces faiblesses nous pouvons évoquer la présence unique de kératinocytes alors que 

l’épiderme est constitué de plusieurs types cellulaires, et l’absence de derme. En cela, les 

modèles 3D d’explant cutané permettent d’obtenir un modèle plus proche de la réalité. Ces 

modèles possèdent du derme et donc des fibroblastes qui sont en communication étroite avec 

les kératinocytes, mais également les autres types cellulaires présents dans la peau (cellules de 

Langerhans, mélanocytes ou cellules de Merkel). Il ressort également l’absence de prise en 

compte d’un élément essentiel : les interactions entre les terminaisons nerveuses du système 
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nerveux sensoriel et l’épiderme ainsi que l’inflammation neurogène cutanée qui en résulte 

(Gouin et al., 2015). En effet, le prurit naît au niveau des terminaisons nerveuses libres 

présentes dans l’épiderme. Les intégrer dans de tels modèles semble donc indispensable à 

l’étude et à une meilleure compréhension de la DA et du prurit associé.  

Dans ce contexte, un modèle d’étude in vitro de DA réinnervé est nécessaire à la fois 

pour poursuivre l’étude de la compréhension des mécanismes de la DA et du prurit associé et 

également pour pouvoir tester les nouvelles molécules et évaluer leur impact sur les 

mécanismes de la DA. 
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L’objectif de ce travail était de mettre en place un modèle d’explant humain « DA-like » 

réinnervé pour l’étude de la physiopathologie du prurit de la DA. 

 

x La première étape était de définir l’environnement permettant de reproduire sur notre 

modèle les caractéristiques de DA. Pour cela il fallait : 

- Choisir les molécules du cocktail inflammatoire, 

- Définir leurs concentrations d’utilisation, 

- Déterminer les conditions d’activation (simple ou double activation par le 

cocktail), 

- Choisir les marqueurs de l’inflammation et de l’altération de la barrière cutanée. 

  

x La deuxième étape était de réinnerver l’explant cutané dans un contexte inflammatoire 

Th2 et d’évaluer l’impact de cette innvervation sur les marqueurs préalablement définis. 

 

x La troisième étape consistait à évaluer le potentiel des neurones sensoriels dérivés de 

SKPs à remplacer les neurones sensoriels de rat dans notre modèle d’explant cutané 

humain « DA-like », afin d’obtenir un modèle 100% humain.   
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I. Culture cellulaire 

 

 Conditions de culture cellulaire 1.
 

Toutes les manipulations ont été effectuées stérilement sous un poste de sécurité 

microbiologique de type 2 (PSM). Tous les milieux de culture étaient supplémentés en 

antibiotiques Normocin® InvivoGen. La culture des cellules et des tissus était réalisée à 37°C 

dans une étuve saturée en humidité dans une atmosphère contenant 5% de CO2. Les 

références des milieux et des solutions utilisées sont présentées en annexe.  

 

 Cultures primaires de kératinocytes humains 2.
 

 Obtention des kératinocytes a.
 

Les kératinocytes provenaient de prélèvements de peaux humaines issus de chirurgie 

plastique (abdominoplastie) dans le cadre d'une convention établie entre le laboratoire du 

LIEN et le Centre Hospitalier Régional et Universitaire de Brest. Les prélèvements étaient 

anonymisés et la non-opposition du patient accompagnaient le prélèvement. Ils étaient pris en 

charge au laboratoire dans les 24 heures après la chirurgie. Après désinfection des 

prélèvements par passages à l’éthanol 70 % et rinçage au Dulbecco's Phosphate Buffered 

Saline (DPBS), des lambeaux de peau de 2 à 5 mm de larges étaient prélevés puis déposés 

dans un bain à 25 U/mL de Dispase® toute la nuit à 4 °C. L’épiderme était ensuite séparé 

mécaniquement du derme puis incubé avec de la trypsine-Éthylène Diamine Tétra-Acétique 

(EDTA) 3 fois 15 minutes à 37 °C. Entre chaque incubation, les lambeaux d’épiderme étaient 

rincés au DPBS. Les débris étaient filtrés puis l'activité de la trypsine était inhibée par du 

« fœtal bovine sérum » (FBS). Les cellules ont ensuite été centrifugées à 400 g pendant 5 

minutes puis le culot cellulaire, re-suspendu dans du « keratinocytes serum-free medium » 
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(KSFM) supplémenté avec de l’                  « epidermal growth factor » (EGF) humain et de 

l’extrait d’hypophyse bovin (= KSFM complet), et ensemencé dans une flasque stérile. Cette 

dernière a ensuite été placée dans l’incubateur. 

 

 Entretien et différenciation des kératinocytes b.
 

Les kératinocytes primaires non différenciés étaient entretenus dans du KSFM et le 

milieu était changé 2 fois par semaine. A 80 % de confluence, les kératinocytes étaient 

décollés par action de la trypsine pendant 5 minutes à 37 °C, puis ils étaient utilisés à la 

concentration voulue. Afin d’obtenir des cultures primaires de kératinocytes différenciés, les 

cellules étaient incubées pendant 16 heures dans du Dulbecco's modified Eagle medium 

(DMEM) contenant 1,8 mM de Ca²+.  

 

 

 Cultures primaires de neurones sensoriels 3.
 

 A partir de ganglions rachidiens dorsaux de rat a.
 

Obtention des neurones sensoriels primaires de rats 
 

Par respect de la réglementation en vigueur et sous atmosphère « stérile » (zone de 

confinement, niveau de sécurité biologique 2, animalerie centrale de l’UBO), des rats 

nouveau-nés âgés de 2 à 5 jours étaient sacrifiés par décapitation et fixés en décubitus ventral. 

La peau du dos était enlevée à l'aide d'une pince et de petits ciseaux. Pour atteindre les GRDs, 

la colonne vertébrale était dégagée puis à l'aide de petits ciseaux, elle était séparée en deux 

longitudinalement. Chaque GRD était extrait sous loupe binoculaire à l'aide d'une pince fine 

puis aussitôt placé dans du milieu DMEM/ DMEM Ham's F12 medium (DMEM-F12). Les 

prélèvements étaient transférés en salle de culture cellulaire du LIEN. Pour la dissociation des 
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cellules nerveuses et des cellules gliales du GRD, les cellules étaient centrifugées quelques 

secondes à 400 g puis mis en suspension puis les ganglions étaient placés pendant 35 minutes 

dans de la collagénase de type IV à 200 U/mL à 37° C. La dissociation était réalisée 

mécaniquement par l’intermédiaire d’aller-retour à la pipette avec un cône 1000 µl puis 100 

µl. Cette étape était répétée 2 fois. Suite à la dissociation mécanique à la pipette, la totalité des 

cellules était ensemencée dans leur milieu d’entretien expliqué ci-dessous (Partie I- 3.a 

Matériel et Méthodes). L’équivalent d’un tiers de raton par puit était utilisé (pour une plaque 

12 puits).  

 

Entretien des neurones sensoriels primaires de rats 
 

Les neurones sensoriels étaient entretenus dans du DMEM/DMEMF12 (1 :1) 

supplémentés avec 100 ng/mL de « Nerve growth factor » (NGF), 10 ng/mL de « Brain-

Derived Neurotrophic Factor » (BDNF), 10 ng/mL d’hydrocortisone, 10 μg/mL d’insuline et 

du B27 dilué 50 fois. Les neurones sensoriels étaient entretenus sur 4 - 5 jours avant d’être 

traités. 

 

 A partir de skin-derived precursors humains b.
 

Obtention des skin-derived precursors  
 

L’obtention des SKPs était réalisée selon le protocole adapté et modifié par 

Lebonvallet et al., 2012. Les SKPs étaient obtenus à partir des mêmes prélèvements issus de 

chirurgie plastique que les kératinocytes (Partie I-2a Matériel et Méthodes). Des lambeaux de 

peau de 2 mm de large sur 6 cm de long étaient prélevés après réalisation d’une désinfection 

des prélèvements par passages à l’éthanol 70 % et puis rinçage au DPBS. Les lambeaux 

étaient rincés dans une solution de DPBS additionnée d’antibiotiques. La dissociation était 
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réalisée dans 250 µg/ml de thermolysine à 4 °C toute la nuit puis 2 heures à 37 °C. Ainsi le 

derme a pu être séparé mécaniquement de l’épiderme puis mis à incuber dans 250µg/ml de 

collagénase IV pendant 3 heures à 37 °C. Après centrifugation pendant 10 minutes à 700 g, le 

surnageant était vidé et 35 mL de tryspine/EDTA était ajouté pendant 35 minutes à 37 °C. 

Après une deuxième centrifugation de 10 minutes à 700 g, le culot était re-suspendu 

énergiquement dans du DMEM. Puis les cellules contenues dans le surnageant sont passées à 

travers à un filtre de 70 µm. Cette étape était renouvelée 2 fois puis les cellules centrifugées 5 

minutes à 90 g.  Le culot cellulaire était homogénéisé dans du DMEM/F12 pour éliminer les 

débris (en particulier de collagène) et centrifugé 5 minutes à 90 g puis déposer dans une boite 

de Petri avec son milieu de culture (Partie I-4b Matériel et Méthodes). 

 

Entretien des skin-derived precursors humains 
 

Le milieu de culture des SKPs était composé de DMEM/DMEMF12 (3 : 1) avec du 

NeuroBrew-21 without vitamin A (NB21-A) 50X, du « leukemia inhibitory factor » (LIF) à 

10 ng/ml, de l’« epidermal growth factor » (EGF) à 20 ng/ml et du « fibroblast growth factor 

2 » (FGF-2) à 40 ng/ml. Celui-ci était changé 2 fois par semaine : une fois lors de la 

dissociation et une fois pour renouveler le milieu de culture. La dissociation des cellules en 

suspension sous forme de neurosphères (figure 12) était réalisée de la façon suivante : les 

cellules étaient centrifugées 5 minutes à 200 g puis re-suspendues dans du DPBS afin 

d’effectuer la dissociation mécanique par l’intermédiaire d’une pipette avec un cône de 1000 

µL. Les cellules étaient de nouveau centrifugées et re-suspendues dans leur milieu de culture 

afin d’être déposées dans une nouvelle boite de Petri. Pendant 2 à 3 semaines, les cellules 

étaient transférées dans une nouvelle boite de Petri de manière hebdomadaire jusqu’à 

l’adhérence des cellules sous forme de neurosphères où ensuite seul le milieu était changé.    
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Après adhérence des neurosphères dans la boite de Petri, les cellules continuaient à proliférer 

autour de celles-ci. Afin de leur permettre une prolifération et croissance optimale, les SKPs 

étaient ensuite décollés à l’aide d’un cell scraper puis déposés et maintenus en flasque. 

Différenciation des skin-derived precursors humains en neurones 
sensoriels 

 

La différenciation des SKPs était réalisée selon le protocole publié par Bataille et al. 

en 2020 et résumé dans le tableau 5 (Bataille et al., 2020). Un « coating » des flasques était 

réalisé en 2 étapes : une première solution de la poly-L-ornithine (15 µg/mL) dans du DPBS 

froid disposée à 4 °C toute la nuit. La deuxième étape s’effectuait le lendemain avec le retrait 

du milieu puis l’ajout de la laminine (1 µg/ml) et de fibronectine (50 g/ml) dans du DPBS 

froid. La flasque était laissée pendant 2 heures à température ambiante. Les cellules étaient 

déposées à une densité de 12.103 cellules/cm² dans les flasques pré-coatées. Les SKPs ont 

proliférés dans leur milieu de culture comme décrit précédemment pendant quelques jours 

pour atteindre une confluence de 50 à 60 % avant l'induction de facteurs nécessaires à leur 

différenciation (figure 12). Pour amorcer la différenciation en neurones sensoriels, le milieu 

de culture des SKPs était remplacé par du milieu contenant du DMEM/F12/Neurobasal (1 : 

1 : 2) qui contenait du NB21-A 100X, du N2 200X, 3 µM de CHIR99021, 0,5 µM de 

purmorphamine (PMA) et de l'acide ascorbique à 150 µM. Ce milieu était changé tous les 

jours pendant 10 jours.  

Ensuite, pendant 2 jours, le PMA et l'acide ascorbique étaient retirés du milieu (milieu CHIR). 

Pour la suite de la différenciation en neurones sensoriels, 10 ng/mL de « Bone morphogenetic 

protein 4 » (BMP4) était ajouté au milieu contenant déjà du N2, NB21-A et du CHIR99021 

(milieu CHIR/BMP4) pendant 8 jours (figure 12). 
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Maturation des neurones sensoriels  
 

Pour la maturation des neurones sensoriels, le milieu utilisé était composé de N2 et 

NB21-A auquel était ajouté des facteurs neurotrophiques : 100 ng/mL de NGF, 10 ng/mL de 

« glial cell line-derived neurotrophic factor » (GDNF), 10 ng/mL de BDNF, et 500 µM 

d’adénosine monophosphate (AMP) cyclique dibutyryl (dbcAMP) (milieu de maturation). Ce 

milieu était changé tous les 2 jours pendant 15 jours (tableau 5, figure 12). 

 

Tableau 5 : Protocole de différenciation des SKPs 

 Entretien Différenciation Maturation 

Nom du 

milieu 

Milieu 

d’entretien 

Milieu 

CHIR/PMA 

Milieu CHIR Milieu 

CHIR/BMP-4 

Milieu de 

maturation 

Composition 

du milieu 

D/DF12 3/1  

NB21-A (50X)  

LIF (10ng/ml)  

EGF (20 ng/ml)  

FGF-2 (40 ng/ml) 

D/D12/NB 1/1/2  

NB-21-A (100X) 

N2 (200X) 

CHIR99021 

(3µM)   

PMA (0,5µM) 

AA (150µM) 

D/D12/NB 1/1/2  

NB-21-A 

(100X) 

N2 (200X) 

CHIR99021 

(3µM)  

D/D12/NB 1/1/2  

NB-21-A 

(100X) 

N2 (200X) 

CHIR99021 

(3µM)  

BPM-4 

(10ng/ml) 

D/D12/NB 1/1/2  

NB-21-A 

(100X) 

N2 (200X) 

NGF (100ng/ml) 

GDNF 

(10ng/ml)  

BDNF 

(10ng/ml)  

dbc AMP 

(500µM) 

Changement 

du milieu 

2 fois par 

semaine 

1 fois par jour  

J0 à J10 

1 fois par jour 

J11 et J12 

1 fois par jour 

J13 à J20 

1 jour sur 2 

J21 à J35 

 

Abreviations: AA : Acide ascorbique ; dbcAMP : Adénosine monophosphate cyclique 
dibutyryl ; D/DF12: DMEM/DMEMF12 ; EGF: Epidermal growth factor, FGF-2: Fibroblast 
growth factor-2; GDNF: glial cell line-derived neurotrophic factor ; LIF: Leukemia Inhibitory 
Factor ; NB: neurobasal ; NB-21-A: NeuroBrew-21 without vitamin A; PMA : 
purmorphamine. 
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Figure 12 : Images des SKPs selon l’évolution de la culture cellulaire. Photographie en 
microscopie optique grossissement X20 pour le stade de neurosphère, le stade de prolifération 
et de différenciation ; grossissement X40 pour le stade de maturation.  

 

 

 

 

 

 

SKPs au stade de neurosphère 

SKPs au stade de prolifération 

SKPs au stade différenciation 

SKPs au stade maturation 
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 Co-cultures de neurones sensoriels-kératinocytes 4.
 

 Co-culture en 2D a.
 

Après 3 à 5 jours de culture, le surnageant de culture des neurones sensoriels était 

délicatement retiré, puis environ 30 000 kératinocytes humains par cm² étaient ensemencés 

dans du KFSM complet dans des plaques 24 ou 96 puits. Vingt-quatre heures plus tard, le 

milieu était remplacé par du DMEM pendant 14 à 16 heures pour différencier les 

kératinocytes. Enfin, les co-cultures étaient soumises à différents agents pharmacologiques 

sur des durées variables selon l’expérience prévue. 

 

 Co-culture en 3D  b.
 

Obtention d’explants cutanés humains 
 

Les explants cutanés étaient obtenus à partir des mêmes prélèvements issus de 

chirurgie plastique que les kératinocytes (Partie I-2a Matériel et Méthodes). Après réalisation 

d’une désinfection des prélèvements par passages de l’éthanol 70 % et du DPBS, des biopsies 

de 5 mm de diamètre étaient réalisées. Les explants cutanés étaient récupérés à l’aide d’une 

pince sans griffe puis coupé au niveau du derme superficiel. Ils ont subi différents bains de 

lavage : 1 avec de l’éthanol 70 % et 2 avec du DPBS. Ils étaient ensuite placés en culture à 37 

°C dans leur milieu d’entretien expliqué ci-dessous (Partie I-5b Matériel et Méthodes).  
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Entretien d’explant cutané 
 

Les explants étaient mis en culture (seul ou avec les neurones sensoriels) dans un 

milieu contenant du DMEM/DMEMF12 (1 :1) supplémenté avec 25 µg/ml de NGF, 10 µg/ml 

d’insuline et 10 ng/ml d’hydrocortisone. Le milieu de culture était changé tous les 48 heures. 

 

Co-culture d’explant cutané humain-neurones sensoriels de rats 
 

Les explants cutanés étaient déposés dans les transwells d’une plaque 12 puits (insert 

de 12 mm) sur les neurones sensoriels de rat préalablement mis en culture quelques jours 

avant (Matériel et méthodes, I.3). Le milieu de culture était déposé à la fois dans le puit et 

dans le transwell et contenait du DMEM/DMEMF12 (1 :1) supplémenté en NGF, insuline et 

hydrocortisone (Partie I- 5.b Matériel et Méthodes). Le milieu de culture était changé toutes 

les 48 heures. 

La co-culture était maintenue pendant 3 à 9 jours selon les différentes 

expérimentations. 

 

Induction de l’inflammation 
 

L’induction de l’inflammation était réalisée par l’ajout de différentes molécules à 

différentes concentrations : 

x IL-4 et IL-13 à 50 ou 100 µg/ml 

x TNF-α à 10 ou 20 ng/ml 

x Acide polyinosinique-polycytidylique (Poly I :C) à 0,5 ou 1 ou 2 ou 3 µg/ml. 

Dans les cultures, nous avons effectué soit une « simple » soit une « double » inflammation. 

La simple inflammation consistait à déposer dans le milieu une seule fois le cocktail 
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inflammatoire.  La double inflammation consistait à ajouter le cocktail inflammatoire à deux 

reprises (jour 1 et jour 3 ou jour 1 et jour 4) afin d’obtenir une inflammation chronique.  

 

A la fin de l'expérience, les surnageants étaient congelés avec des anti-protéases (1/100) à 

-20 °C pour des analyses biochimiques (Partie IV Matériel et Méthodes). Le tapis cellulaire 

de neurones sensoriels était récupéré dans 500µL de Trizol et les biopsies étaient coupées en 

deux, une partie directement ajoutée dans un tampon de lyse (PureLink RNA Mini Kit, Life 

technologies) pour l'analyse transcriptomique, la seconde partie mise dans du 

paraformaldéhyde (PAF) à 4 % pendant 24-48 heures puis, après rinçage, placée dans du 

sucrose à 10 % pendant un temps équivalent. Cette 1/2 biopsie était congelée dans de l'azote 

liquide puis conservée à -80 °C jusqu’à son exploitation en immunohistochimie (Partie III 

Matériel et Méthodes). 
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II. Application de composés pharmacologiques : Les agonistes et 

antagonistes pharmacologiques 

 

Les composés suivants étaient directement appliqués à la concentration indiquée dans 

le milieu de culture au cours des différentes expériences. 

 

Tableau 6 : différents agonistes et antagonistes pharmacologiques 

Agonistes Cible(s) Solvant Concentration(s) Références&Fournisseurs 

IL-1 Récepteur de l'IL-1 DPBS 100 ng/ml 213-ILB-025 R&D systems, 
Minneanopolis, USA 

IL-4 Récepteur de l'IL-4 DPBS 50 et 100 µg/ml 204-IL-050 R&D systems, 
Minneanopolis, USA 

IL-13 Récepteur de l'IL-13 DPBS 50 et 100 µg/ml 201-LB-005 R&D systems, 
Minneanopolis, USA 

TNF-α Récepteur du TNF-α DPBS 10 et 20 ng/ml 210-TA/CF R&D systems, 
Minneanopolis, USA 

Poly I :C Récepteur du Poly 
I :C DPBS 1 µg/ml  M2028 - Sigma-Aldrich, 

Saint Quentin Fallavier, Fr 

Resiniferatoxin 
(RTX) TRPV1 DMSO 10 µM ab120339 – Abcam, Patis, 

Fr 

TSLP TSLP récepteur DPBS 100, 50 et 10 
ng/ml 

 SRP4896-20UG, Sigma-
Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Acide lactique Modification du pH DMEM 0,1% M2028 - Sigma-Aldrich, 
Saint Quentin Fallavier, Fr 
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III. Immunofluorescence 

1. Immunohistochimie 
 

Fixés et inclus dans une résine d’enrobage (cryomatrix), des coupes de 10 et 30 µm 

étaient réalisées pour chaque explant cutané au Cryostat® puis stockées à – 80 °C. Après 

décongélation, les coupes étaient saturées pendant 30 minutes à température ambiante dans du 

DPBS additionné de 10 % de sérum d’albumine bovine (« Bovine Sera Albumin », BSA).  

 

Les coupes ont ensuite été incubées avec des anticorps (Ac) primaires dans une 

solution de 1 % de BSA et 0,3 % de Triton X-100 dans du DPBS (tableau 7 Ac primaires) et 

placées dans une chambre humidifiée soit à température ambiante pour le PAR2 et le protein 

gene product 9.5 (PGP9.5) pendant la nuit, soit à 4 °C pour les autres Ac. Après trois lavages 

de 5 minutes à température ambiante en DPBS sous agitation, les coupes étaient incubées 

avec l’Ac secondaire couplé à un fluorochrome, dilué dans du DPBS supplémenté avec 1 % 

de BSA, pendant 2 heures à la température ambiante et dans l’obscurité (tableau 8 Ac 

secondaires). Un contrôle négatif était obtenu en omettant l'Ac primaire. Après 3 nouveaux 

lavages, une solution de montage Vectashield contenant du 40,6-diamidino- 2-phénylindole 

(DAPI, 100 mg/ml) était utilisée pour colorer les noyaux et les coupes étaient analysées au 

microscope à immunofluorescence (IF) (microscope Axiostar plus). Les clichés étaient pris 

avec la caméra AxioCam et analysés avec le logiciel Axiovision. Le temps d’exposition au 

grossissement X20 était défini pour chaque condition selon l’intensité du témoin négatif. Des 

photos de l’ensemble de l’épiderme de chaque coupe étaient prises pour la mesure de l’IF. 

Ainsi, pour la TSLP, l’ensemble de l’épiderme était sélectionné ; pour la filaggrine, la couche 

granuleuse et cornée ; pour la loricrine, la couche granuleuse ; et pour la cytokératine 10 la 

couche épineuse et granuleuse. L’intensité de l’IF était mesurée via le logiciel ImageJ®. Pour 
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le calcul du nombre de fibres nerveuses, la longueur de l’épiderme sur chaque coupe était 

mesurée via le logiciel ImageJ®. Puis le nombre de fibres nerveuses directement positives sur 

la longueur de l’épiderme était calculé et rapporté par mm. Les coupes analysées ayant une 

épaisseur de 30µm, la valeur obtenue était convertie en nombre de fibres par mm². 

 

 Immunocytochimie 2.
 

Les cellules (kératinocytes, neurones sensoriels de rat ou issus de SKPs) étaient 

cultivées sur « flexiperm » puis fixées avec du PAF à 4 % et stockées à -20 °C. Après 

décongélation, séchage et incubation dans une chambre saturée d'humidité, les coupes étaient 

saturées avec une solution composée de 10 % de BSA pendant 1 heure à température 

ambiante. La suite du protocole est identique à celui décrit dans la partie immunohistochimie 

(Partie III-1 Matériel et Méthodes). 

 

 Histologie 3.
 

Fixés et inclus dans une résine d’enrobage (cryomatrix), des coupes de 10 et 30 µm 

étaient réalisées pour chaque explant cutané au Cryostat® puis stockées à – 80 °C. Certaines 

coupes étaient envoyées dans le service d’anatomo-pathologie du Professeur Marcorelles pour 

coloration à l’hématoxyline et éosine. 
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Tableau 7 : Anticorps primaires 

Cibles Hôte Dilution Référence Fournisseur 

ASIC-1 Rabbit 1/500 Ab87514 Abcam 

βIII tubuline Mouse 1/1000 Ab78078 Abcam 

BRN3A Rabbit 1/100 Ab81213 Abcam 

CGRP Mouse 1/200 Ab81087 Abcam 

Cytokératine 10 Mouse 1/100 ab9025 Abcam 

Filaggrine Mouse  1/100 sc-66192 Santa Cruz 

IL-31 Rabbit 1/100 Sc-135154 Santa Cruz 

IL-31R Rabbit 1/100 Ab62579 Abcam 

Loricrine Rabbit  1/100 ab240345 Abcam 

Neurofilament 
200 Rabbit 1/100 ab8135 Abcam 

PAR2 Mouse 1/100 Ab184673 Abcam 

Peripherine Mouse 1/100 Ab4573 Abcam 

PGP9.5 Rabbit  1/500 ab27053 Abcam 

SP Mouse 1/100 S1542 Sigma 

TSLP Rabbit  1/100 ab47943 Abcam 

TSLPR (CXCL2) Rabbit 1/50 Ab109623 Abcam 

TRPA1 Rabbit 1/1000 Ab58844 Abcam 

TRPV1 Goat 1/100 Ab3487 Abcam 
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Tableau 8 Anticorps secondaires 

Réactivité Hôte Fluorescence Référence Fournisseurs 

Rabbit  Goat FITC 111-095-003 Jackson 
(interchim) 

 
Mouse 
 

 
Goat 
 

Alexa 488 
Dylight 550 

ab6785-1 
ab96880 

Abcam 
Abcam 

Goat Donkey Alexa 488 ab150129 Abcam 

 

 

IV. Etudes biochimiques et biomoléculaires 

 

 Mesure de la viabilité cellulaire 1.
 

La viabilité des cellules en culture était quantifiée par l’utilisation du sel de 

tétrazolium (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, MTT), un substrat chromogène réduit en 

formazan par les déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes.  

Pour la culture de kératinocytes, 10 000 cellules étaient déposées par puits et laissées 

en incubation pendant 2 jours pour les kératinocytes en prolifération et 1 jour pour les 

kératinocytes en différenciation. Pour les neurones sensoriels, un raton était disséqué et les 

GRD dissociés étaient mis en culture pendant 5 jours. Après avoir retiré le milieu de chaque 

puits et rincer au DPBS, 30 0μL de solution de tétrazolium MTT à 2,5 mg/ml étaient ajoutée à 

chaque condition. La solution était incubée pendant 2 heures dans l’incubateur à 37 °C et 5 % 

CO2, retirée, puis 100 μL de DMSO étaient ajoutés afin de solubiliser les cristaux de 

formazan formés sous agitation au noir pendant 15 minutes. La lecture de la densité optique 

(DO) était effectuée à 540 nm à l’aide du lecteur de microplaques « iMark™ microplate 

absorbance   reader ». 
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 Cytotoxicité 2.
 

Les effets cytotoxiques de la trypsination sur les cellules (SKPs) avant et après l’étape 

de maturation étaient déterminés par le « ToxiLight™ non-destructive bioassay Kit ». 

L’activité de l’adénylate kinase était évaluée sur 20 μL de surnageants en utilisant la 

luminescence, selon les instructions du fabricant. 

 

 Extraction, dosage et analyse des acides riboxynucléiques (ARNs)  3.
 

 Isolement et dosages des ARNs des biopsies cutanées a.
 

L’extraction était effectuée à l’aide du « PureLink RNA mini kit » en suivant les 

instructions du fabricant.  

Au préalable les explants étaient lysés de façon mécanique à l’aide du 

« TissueRuptor » (Qiagen) dans 700 μL de tampon de lyse. Ensuite, de l’éthanol à 70 % était 

ajouté volume à volume dans chaque échantillon, puis l’homogénat était placé sur une 

colonne d’extraction et centrifugé 60 secondes à 12000 g. Trois rinçages successifs étaient 

réalisés en centrifugeant 60 secondes à 12000 g avec du « Wash Buffer 1 », puis 3 fois avec le 

« Wash Buffer 2 ». Finalement, les acides riboxynucléiques (ARNs) de chaque condition 

étaient solubilisés dans 30 μL d’eau stérile « RNase free », puis quantifiés immédiatement ou 

congelés à -80 °C.  

Les ARNs extraits étaient quantifiés à l'aide d'un spectrophotomètre mesurant 

l’absorbance à la longueur d’onde de 260 nm. La contamination protéique était quantifiée par 

la mesure de l’absorbance à 280 nm et la contamination par les solvants à 230 nm. 

Respectivement, la pureté des échantillons d'ARNs est estimée grâce aux rapports DO 

260/280 et DO 260/230. Un ratio A260/A230 compris entre 2.0 – 2.2 et un ratio A260/280 

compris entre 1,5 - 2 indiquent une bonne pureté des acides nucléiques. 
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 Isolement et dosages des ARNs des kératinocytes et neurones sensoriels b.
(skin-derived precursors) 

 

À la fin des cultures, les kératinocytes ou les neurones sensoriels (issus des SKPs) 

étaient récupérés avec 500 µl de « Tri-Reagent », mis dans un tube Eppendorf puis stockés à -

80 °C. Pour extraire l'ARN, 100 µl de chloroforme étaient ajoutés, puis les échantillons 

étaient agités. Après 15 minutes, les échantillons étaient centrifugés à 12000g pendant 15 

minutes à 2-8 °C. Ensuite, les échantillons étaient composés de 3 phases : la phase aqueuse 

contenant les ARNs, l'interface contenant les acides désoxyribonucléiques (ADN) et la phase 

organique contenant les protéines. La phase aqueuse était transférée dans un nouveau tube 

avec 250 µL de 2-propanolol. Après centrifugation à 12000 g pendant 10 minutes, le 

surnageant était jeté. Ensuite, les ARNs précipités étaient nettoyés 3 fois avec de l'éthanol à 

75 %, mélangés au vortex et centrifugés à 7500 g pendant 5 minutes. Pour finir, après 

séchage, les ARNs étaient mélangés avec 10 µl d'eau exempte de RNAse. Les ARNs extraits 

étaient quantifiés à l'aide d'un spectrophotomètre de 260 nm. La pureté des échantillons 

d'ARN est mesurée par le rapport des deux DO mesurées à 230 et 280 nm (DO 260/280 et 

260/230). 

 

 Reverse transcription et polymerase chain reaction (PCR) en temps réel 4.
 

 Synthèse de l’ADN complémentaire (reverse transcription) a.
 

Les ARNs totaux étaient rétro-transcrits en ADN complémentaires simple brin 

(ADNc) avec le kit « High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit » (Applied Biosystems, 

Waltham, MA, USA). L'enzyme « Reverse Transcriptase » permet de transcrire l'ARN simple 

brin en ADNc. Un total de 200 ng d’ARN était prélevé de chaque échantillon et le volume 
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ajusté à 20 μL avec de l'eau RNAse-free. Vingt μL de volume de réaction (mix) étaient 

ajoutés. La composition du mix, pour 1 échantillon, était la suivante : 12,2 μL d'eau RNAse-

free, 2 μL de tampon de réaction 10X, 2 μL de random primers 10X, 1,8 μL de dNTP 25X 

(mélange équimolaire de dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 μL de reverse transcriptase 

multiscribe (50 U/μl). Les échantillons, de 40 μL, ont ensuite été mis à incuber pendant 10 

minutes à 25 °C puis à 37 °C pendant 2 heures. Cette étape était réalisée avec un bloc 

chauffant « TECHNE TC-4000 » par un thermocycleur à gradient TC-4000 Thermal Cycler. 

Les ADNc obtenus étaient stockés à – 80 °C jusqu'à utilisation. 

 

 PCR quantitative (qPCR) b.
 

La qPCR reprend le même principe que la PCR classique, c'est-à-dire le cycle de 

dénaturation, d’hybridation puis d’élongation. Une sonde fluorescente SYBR Green, 

intercalant des acides nucléiques, permet la quantification en temps réel de l'amplicon formé à 

chaque cycle par mesure de la quantité de fluorescence émise. Puis, chaque gène d'intérêt sera 

rapporté à un gène de référence, ici le 18S, afin de normaliser les résultats. La qPCR était 

réalisée avec le système d'Applied Biosystems (Waltham, MA, USA), StepOne™ Real-Time 

PCR system. Pour chaque réaction, 1 μL d'ADNc de chaque échantillon, équivalent à 5 µg 

d’ADNc, étaient ajoutés à 19 μL de « Master Mix SYBR Green » (Applied Biosystems, 

Waltham, MA, USA) contenant 1 μM d'amorces (olinucléotides sens et antisens) du gène 

d'intérêt (Tableau 9). Un témoin négatif contenant tous les composants à l'exception de 

l'ADNc était réalisé pour chaque gène d’intérêt. Les amorces étaient achetées chez 

Eurogentec (Seraing, Liège, BEL).  

La composition du mix est la suivante : 10 μL de « Master Mix SYBR Green », 4,6 μL d'eau 

RNAse-free, 0,2 μL d'oligonucléotides sens, 0,2 μL d'oligonucléotides anti-sens.  

Les étapes d'amplification étaient les suivantes : 
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- dénaturation initiale de 10 minutes à 95 °C 

- 40 cycles de 15 s à 95 °C puis 1 minute à 60 °C 
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Tableau 9 : Amorces utilisées pour la qPCR 

Cible séquence amorce sens (3’-5’) séquence amorce anti-sens (3’-5’) 
Température 
d’hybridation 
utilisée (°C) 

PGP9.5 ATT-CAG-GCA-GCC-CAT-GAC-TC GAG-GTG-GCC-GTC-CAC-ATT-AT 60 °C 

CK10 CAG-TCC-CAA-CTG-GCC-TTG-AA GGG-CCT-GAA-TCT-GTG-AGA-GC 60 °C 

Filaggrine AAG-GAA-CTT-CTG-GAA-AAG-
GAA-TTT-C 

TTG-TGG-TCT-ATA-TCC-AAG-TGA-
TCC-AT 60 °C 

Loricrine GCA-AAC-CTC-GGG-TAG-CAT-CA GCC-GTC-CAA-ATA-GAT-CCC-CC  60 °C 

18S GGCTACCACATCCAAGGAAGG CCAATTACAGGGCCTCGAAAG 60 °C 

BRN3A CGT-ACC-ACA-CGA-TGA-ACA-
GC AGG-AGA-TGT-GGT-CCA-GCA-GA 60 °C 

PAR2 TGC-TAG-CAG-CCT-CTC-TCT-CC  CCA-GTG-AGG-ACA-GAT-GCA-GA 60 °C 

PRDM12 TGT-GGG-AGG-TGT-TCA-ATG-
AGG CAG-GTT-CTG-CTC-CTG-TTC-GT 60 °C 

TRPA1 GTG-AAG-TGT-CTG-AGT-GTT-
CCC-GT AGC-TTT-GCA-TCA-TGC-GTC-CA 60 °C 

TRPV1 CAA-CAA-GAT-CGC-ACA-GGA-
GA TCC-TTG-CCA-TCA-GGT-GTG-TA 60 °C 

TSLPR ACA-TCC-TCC-ATA-GCC-TTC-
ACC GAG-TGG-CAG-TCC-AAA-CAG-GAA 60 °C 
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 Analyse des résultats de qPCR c.
 

Chaque réaction d'amplification était réalisée en duplicata. La spécificité de chaque 

amplification était contrôlée par l’ajout d’une courbe de fusion en fin de cycle de qPCR, ce 

qui indique la température de dénaturation spécifique de chaque amplicon. La moyenne des « 

cycle threshold » ou Ct de chaque duplicata était utilisée pour évaluer l'expression relative de 

l'ARNm de chaque gène. Le Ct est le cycle seuil où la fluorescence émise par le SYBR Green 

intercalé dans l’ADN amplifié est supérieure au bruit de fond de l’échantillon. Pour l’analyse 

des données de qPCR, la méthode de ΔΔCt était utilisée. Le principe est le suivant : 1) Le ΔCt 

de chaque gène était obtenu après soustraction du Ct de 18S au Ct du gène d’intérêt. 2) Le 

ΔΔCt était obtenu après normalisation des échantillons traités par les échantillons contrôle 

selon le calcul suivant : ΔCt traité – ΔCt contrôle. 3) L’expression relative des ARNm pour 

chaque échantillon était obtenue selon le calcul suivant : 2-ΔΔCt qui est la méthode de référence 

pour la quantification des ARNm (Bustin et al., 2009). L’ensemble des calculs était réalisé 

manuellement avec le logiciel Microsoft® Office Excel. 

 

 Dosages biochimiques 5.
 

 Dosage de la substance P et calcitonin gene-related peptide  a.
 

La fonctionnalité des neurones sensoriels (GRD ou dérivés de SKPs) était évaluée par 

l’analyse de la libération des neuropeptides de SP et CGRP sécrétées dans les milieux de 

culture à l'aide de kits commerciaux, respectivement « Substance P Parameter Assay Kit » 

(Cayman) et « CGRP ELISA kit » (SpiBio), en suivant les instructions des fabricants. Les 

temps de traitements des différentes cultures étaient différents pour la SP et le CGRP ainsi 

qu’entre les différents types de cultures :  
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- Les cultures 2D étaient traitées pendant 90 minutes (SP) ou 24 heures (CGRP). Les 

surnageants étaient récupérés et stockés à -80°C.  

- Concernant les cultures 3D, l’ensemble des surnageants étaient récupérés à la fin de la 

culture. Soit après 8 jours. 

- Les neurones sensoriels de rat ou issus des SKPs étaient traités pendant 30 minutes 

(SP) ou 24 heures (CGRP). Après ajout d’anti-protéase à 1/100, les surnageants étaient 

récupérés et stockès à – 80 °C.  

- La DO de chaque échantillon était déterminée à 415 nm à l’aide du lecteur de 

microplaque « iMark™microplate absorbance reader », puis la concentration de 

l’échantillon a pu être quantifiée en rapportant les DO obtenues pour chaque 

échantillon sur la courbe standard correspondante. Les quantités de neuropeptides 

libérés étaient exprimées en pg/mL en normalisant les valeurs par rapport aux 

conditions contrôles correspondantes.  

 

 Dosage de la « Thymic stromal lymphopoietin » b.
 

Les quantités de TSLP des surnageants de cultures ou co-cultures étaient évaluées en 

utilisant le kit commercial DuoSet Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (R&D 

systems, Minneapolis, MN, USA) selon les instructions du fabricant. L’ensemble des 

surnageants était récupéré à la fin des cultures 3D.  

La DO était mesurée à 450 nm puis 540 nm à l’aide du lecteur de microplaque « 

iMark™microplate absorbance reader », puis la concentration de l’échantillon a pu être 

quantifiée en rapportant les DO obtenues pour chaque échantillon sur la courbe standard 

correspondante. 
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 Analyses statistiques 6.
 

L’ensemble des résultats obtenu était analysé à l’aide du logiciel GraphPad Prism 6 

(GraphPad software Inc, Ca, USA) et la normalité était vérifiée pour chaque expérience. Les 

résultats étaient traités statistiquement en fonction de la normalité par ANOVA de type « one-

way » ou par le test de Mann-Whitney. Les résultats étaient exprimés dans le manuscrit par la 

moyenne ± écart type moyen (SEM). Les différences significatives sont représentées par les 

symboles : * = p <0,05 ; ** = p <0,01 ; *** = p <0,001. 
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DISCUSSION 
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Chapitre 1 : Résultats préliminaires 
 

La première étape pour la mise en place de notre modèle consistait à choisir : 

x Les molécules du cocktail inflammatoire 

x Leur(s) concentration(s) 

x Le ou les temps d’activation à effectuer sur nos explants de peau (une seule activation 

ou des activations répétées)  

 

La deuxième étape se portait sur le choix des éléments à analyser pour juger de la validité de 

notre modèle. 
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I. Molécules du cocktail inflammatoire 

 

 Choix des molécules 1.
 

Nous nous sommes basés sur les différentes publications décrivant l’utilisation de 

telles molécules pro-inflammatoires pout mimer l’inflammation de la DA (De Vuyst et al., 

2017; Huet et al., 2018). 

 

 Interleukines (IL)-4 et 13 a.
 

Les IL-4 et 13 sont 2 IL de la voie Th2. Il s’agit des 2 IL décrites comme primordiales 

dans la voie Th2 de la DA. La présence de ces IL Th2 est démontrée dans la peau lésionnelle 

de la DA ainsi que dans la peau non-lésionnelle.  

 

 Tumor necrosis factror (TNF)-α b.
 

Le TNF-α est une cytokine pro-inflammatoire importante. Elle est présente dans la DA 

mais également dans d’autres maladies cutanées en particulier le psoriasis. L’association du 

TNF-α avec les IL-4 et 13 va potentialiser la production de TSLP par les kératinocytes. 

 

 Acide polyinosinique-polycytidylique (Poly I :C) c.
 

En plus des molécules pro-inflammatoires, certains récepteurs de type TLR joue un 

rôle important dans la DA. Le poly I :C est un ARN double brin synthétique constitué d'un 

brin de poly acide inosinique et d'un brin de poly acide cytidylique appariés. Il est 

structurellement semblable à l'ARN bicaténaire de certains virus et interagit avec la protéine 
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TLR3, un récepteur de type Toll présent sur la membrane plasmique de différentes cellules 

dont les kératinocytes et les cellules dendritiques.   

 

 Concentration des molécules 2.
 

 IL-4, IL-13 et TNF-α  a.
 

Les différentes molécules du cocktail inflammatoire ayant été définies, nous nous sommes 

intéressés aux concentrations optimales pour notre modèle. Au vu de la littérature deux 

concentrations étaient utilisées pour les IL-4 et 13 : 50 et 100 ng/ml. Concernant le TNF-α, il 

était utilisé dans la littérature à 10 et 20 ng/ml. Nous avons décidé de tester 2 concentrations 

du cocktail inflammatoire sur des explants cutanés (n=3 avec duplicata) (figure 13) : 

- IL-4 et -13 (50 ng/ml) ; TNF-α (10 ng/ml)  

- IL 4 et 13 (100 ng/ml) ; TNF-α (20 ng/ml)  

 

Figure 13 : Modification de l’épiderme par les différentes concentrations du cocktail 
inflammatoire. Des explants de peau humaine étaient mis en culture soit sans cocktail 
inflammatoire (témoin, A), soit avec de l’IL-4 et -13 (50 ng/ml) et TNF-α (10 ng/ml) (B), soit 
avec de l’IL-4 et 13 (100 ng/ml) et du TNF-α (20 ng/ml) (C) et observé en microscopie 
optique après coloration par Hématoxyline-eosine (grossissement X40 (n=3, duplicata).  
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L’ajout du cocktail inflammatoire entrainait des modifications de l’épiderme avec une 

spongiose et une exostose. Ces modifications étaient plus marquées pour les plus fortes 

concentrations du cocktail. On note lors de l’ajout du cocktail à cette forte concentration un 

décollement épidermique. 

 

En parallèle, l’expression transcriptomique par PCR de la TSLP sur kératinocytes 

humains primaires étaient testée (figure 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Modification de l’expression de l’ARNm de la TSLP des kératinocytes 
primaires humains après ajout des différentes concentrations du cocktail inflammatoire. 
L’ARNm de la TSLP était augmenté après ajout d’IL-4,13 à 100 ng/ml et TNF-α à 20 ng/ml 
(n= 3, p=0,64). L’ajout d’IL-4,13 à 50 ng/ml et TNF-α à 10 ng/ml n’entrainait pas 
d’augmentation d’expression de l’ARNm de la TSLP. 

 

La concentration d’IL-4,-13 à 100 ng/ml et TNF-α à 20 ng/ml produisait à la fois  

x Une augmentation d’expression transcriptomique de la TSLP  
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x La présence de spongiose et d’exostose au niveau de l’épiderme qui sont des 

caractéristiques histologiques de la DA.  

Cependant, le décollement de l’épiderme ne caractérise pas la DA et se retrouve dans 

des maladies bulleuses comme la pemphigoïde bulleuse ou des maladies toxiniques. Devant la 

suspicion de toxicité de la forte concentration de TNF-α, nous avons réalisé un test de 

viabilité cellulaire (figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Toxicité cellulaire induit par le TNF-α à 20ng/ml (test MTT). La viabilité 
cellulaire des kératinocytes primaires humains n’est pas diminuée par rapport au témoin lors 
de l’ajout de TNF-α à 10ng/ml. Elle est significativement diminuée lors de l’ajout du TNF-α à 
20ng/ml. n=7, **=p<0,01. 

  

Devant la toxicité cellulaire du TNF-α à 20ng/ml, nous avons décidé d’utiliser pour les 

expériences suivantes le cocktail inflammatoire avec de l’IL-4 et 13 à 100 ng/ml et du TNF-α 

à 10ng/ml. 
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 Poly I :C b.
 

Afin de définir la concentration de Poly I :C de notre cocktail inflammatoire, nous 

avons testé différentes concentrations et regardé s’il existait une différence sur l’expression de 

TLR3 (figure 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Augmentation de l’expression de l’ARNm de TLR3 des kératinocytes 
primaires humains selon la concentration de Poly I:C. Ajout de Poly I :C à différentes 
concentrations (0,5 ; 1 ; 2 et 5 µg/ml) sur kératinocytes primaires humains (n=2).  

 

Le Poly I :C entrainait une augmentation par 2 de l’expression de TLR3 par les 

kératinocytes sans effet dose à partir de 1µg/ml. La dose retenue pour les expériences 

suivantes était de 1µg/ml. 

 

Au vu de l’ensemble des résultats, le cocktail inflammatoire était composé de : 

x IL-4 et 13 à 100 ng/ml  

x TNF-α à 10ng/ml 

x Poly I :C à 1µg/ml 
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II. Temps d’activation du modèle 

 
L’inflammation cutanée dans une poussée de DA durant plusieurs jours, nous avons 

effectué une double inflammation : soit à J1-J3 soit à J1-J4 de culture. Pour chaque condition, 

un contrôle sans TNF-α était réalisé afin d’évaluer le bénéfice de sa présence (figure 17).  

Figure 17 : Test de différents temps d’activation d’explant cutané humain par le cocktail 
inflammatoire, avec ou sans TNF-α. Immunohistochimie quantitative de la filaggrine, la 
loricrine, la kératine 10 (K10) et la thymic stromal lymphopoetin (TSLP) (n= 3, *=p<0,05, 
***=p<0,001). Le cocktail inflammatoire (IL-4 et 13 à 100 ng/ml, Poly I :C à 1µg/ml +/- 
TNF-α à 10ng/ml) était ajouté au milieu de culture à J1 et J3 (toutes les 48 heures) ou à J1 et 
J4 (toutes les 72 heures).  
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Les protéines de la couche cornée (filaggrine et loricrine) étaient significativement 

diminuées lors l’activation à J1 et J3 avec TNF-α. L’expression de la kératine 10, protéine des 

couches plus profondes de l’épiderme, n’était pas différente selon les différentes conditions.  

Le marqueur de l’inflammation, la TSLP, était augmenté avec les activations avec TNF-α (J1 

et J3 ou à J1 et J4). 

Pour terminer de caractériser les différents temps d’activation, la densité nucléaire de 

l’épiderme était mesurée (figure 18) ainsi que l’épaisseur de l’épiderme.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Densité nucléaire après 7 jours de culture des explants cutanés selon les 
différents temps d’activation. Le cocktail inflammatoire (IL-4 et -13 à 100 ng/ml, Poly I :C 
à 1µg/ml +/- TNF-α à 10ng/ml) était ajouté au milieu de culture à J1 et J3 (toutes les 48 
heures) ou à J1 et J4 (toutes les 72 heures). Le nombre de noyaux était rapporté par rapport à 
la surface carrée de l’épiderme. (n= 3, **=p<0,01). A titre informatif, la même mesure a été 
réalisée sur des explants non mis en culture (J0). 
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L’épaisseur de l’épiderme n’était pas différente selon les différentes conditions (n=3). 

La diminution de la densité nucléaire lors de l’activation à J1 et J3 traduit un retard de 

différenciation cellulaire dans notre modèle inflammatoire retrouvé dans la DA.   

 

III. Discussion 

 

Dans nos tests préliminaires nous avons mis en place un cocktail inflammatoire 

comprenant les interleukines -4 et -13 de la voie Th2, une cytokines pro-inflammatoire le 

TNF-α et un activateur des TLR et du TLR3 notamment, le poly I :C. Ce cocktail déposé dans 

le milieu de culture créait un environnement inflammatoire pour notre explant cutané et 

permettait d’obtenir les principales caractéristiques de la DA (Soter, 1989). L’expression de la 

filaggrine et la loricrine, protéines principales de la couche cornée, était diminuée et associée 

à un retard de la différenciation cellulaire.  

 

 Choix des molécules du cocktail inflammatoire  1.
 

Deux cytokines sont présentes dans la quasi-totalité des modèles in vitro mimant la 

DA : l’IL-4 et l’IL-13 (De Vuyst et al., 2017; Huet et al., 2018). L’IL-4 et -13 entrainent la 

différenciation des lymphocytes T auxiliaires en lymphocytes de type Th2 puis une auto-

amplification Th2 ainsi qu’une augmentation de la sécrétion d’anticorps IgE et une 

hyperéosinophilie (Nakagawa et al., 2018). Dans un modèle d’EHR, l’IL-4 et -13 avec ou 

sans TNF-α montrait également une spongiose, une altération de la couche cornée ainsi 

qu’une augmentation de l’expression de la TSLP (Danso et al., 2014). Dans un autre modèle, 

l’IL-4 et -13 était associée à de l’IL-25 (E. De Vuyst et al., 2016). Cette association entraînait 

une altération de la barrière épidermique avec une diminution d’expression de la loricrine 
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ainsi qu’une altération de la composition lipidique. Cependant, l’expression de l’ARNm de la 

TSLP n’était pas augmentée. L’IL-4 et -13 semblent être les 2 IL clés de la DA à l’heure 

actuelle (Mansouri & Guttman-Yassky, 2015) comme le supposent les recherches dans le 

traitement de la DA. En effet, ces 2 ILs sont la cible de traitements très prometteurs. Le 

dupilumab, un anti-IL-4 est déjà commercialisé, tandis que des traitements ciblant plus 

spécifiquement les IL-13 sont en cours d’essai (F. Huet et al., 2020). De plus, l’IL-4 et l’IL-13 

induisent un prurit en activant directement les neurones sensoriels cutanés via la sous-unité α 

du récepteur de l’IL-4. A noter que cette sous unité α du récepteur de  l’IL-4 est commune au 

récepteur de l’IL-4 mais aussi de l’IL-13 (Yosipovitch et al., 2018). 

Malgré tout, les cytokines de la voie Th2 semblent devoir être associées avec d’autres 

molécules pour induire l’augmentation de la production de la TSLP (De Vuyst et al., 2016). 

Le TNF-α ou l’IL-1 semblent être des molécules qui agissent en synergie avec les cytokines 

de la voie Th2 pour entrainer la production de TSLP (Bogiatzi et al., 2007).  

Le poly I :C est une autre molécule capable de créer une inflammation cutanée en 

activant les kératinocytes via leur TLR (Lebre et al., 2007). Le poly I :C, activateur TLR3 est 

connu pour induire une sécrétion de TSLP (Köllisch et al., 2005; Suri et al., 2018; Takai et al., 

2014). Dans un modèle sur 2D de kératinocytes humains, son association avec un cocktail 

contenant de l’IL-4 et du TNF-α potentialisait la production de TSLP (Fitoussi et al., 2020) ; 

alors que l’association seule d’IL-4 et TNF-α n’entrainant pas de production de TSLP. Le 

poly I :C a également été utilisé dans un modèle 3D où l’expression de TSLP était plus élevée 

que dans des modèles sans poly I :C (Rouaud-Tinguely et al., 2015). Les auteurs attribuaient 

cette expression supérieure à l’ajout de poly I :C. 
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 Choix des marqueurs d’étude 2.
 

 Marqueurs de l’inflammation a.
 

L’inflammation neurogène cutanée dans la DA se traduit en partie par la présence de 

TSLP,  cytokine pro-inflammatoire de la voie Th2 dont l’expression est augmentée au niveau 

dans les lésions de DA et qui va activer la voie de signalisation du prurit par l’intermédiaire 

de son récepteur situé sur les fibres nerveuses cutanées (Soumelis et al., 2002; Wilson et al., 

2013). Obtenir une augmentation de son expression dans notre modèle était donc nécessaire.  

 

 Marqueurs de l’altération de la barrière épidermique b.
 

Concernant l’altération de la barrière épidermique, nous nous sommes intéressés à 

l’altération des protéines de la couche cornée, composée principalement de la filaggrine, la 

loricrine et l’involucrine. Le déficit en filaggrine peut-être génétique mais il est dans la 

majorité des cas secondaire à l’inflammation cutanée (Hönzke et al., 2016; Kezic et al., 2012; 

Palmer et al., 2006), ce que nous montrons suite à l’application du cocktail inflammatoire sur 

nos explants de peau. La loricrine, autre protéine importante dans la différenciation 

épidermique, était également significativement diminuée. La présence de la kératine 10 qui 

est normalement un marqueur des couches plus profondes de l’épiderme, dans les couches 

superficielles traduit un retard de la différenciation épidermique. L’observation de l’altération 

de toutes ces protéines de la différenciation épidermique traduit la présence d’un 

environnement cytokinique pro-inflammatoire et l’action de celui-ci sur les kératinocytes 

(Hönzke et al., 2016). Ces altérations sont conformes à celles attendues et décrites dans un 

contexte de DA. 
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IV. Conclusion 

 

 Les résultats montrent qu’après l’ajout du cocktail inflammatoire à la concentration 

choisie, l’explant cutané exprime des caractéristiques de DA.  

Premièrement, le marqueur de l’inflammation, la TSLP, est augmenté.  

Deuxièmement, l’ajout du cocktail inflammatoire détériore la synthèse de protéines de 

la différenciation épidermique avec des altérations retrouvées dans les autres modèles de DA 

in vitro et chez les patients atteints de DA. 

Une fois ces conditions expérimentales de stress inflammatoire définies, nous sommes 

passés à l’étape suivante qui a consisté à la mise en place de la co-culture peau 

humaine/neurones sensoriels de rat en condition « DA-like » 

Ce travail ainsi que les résultats obtenus sont présentés dans l’article suivant « Model 

in vitro of human atopic dermatitis-like reinnervated » soumis au British Journal of 

Dermatology. 
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Chapitre 2 : Modèle in vitro humain de dermatite 

atopique-like réinnervé (article en cours de soumission au 

British Journal of Dermatology) 
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What’s already known about this topic?  

Atopic dermatitis (AD) is a frequent inflammatory and itchy skin disease.  The role of 

the nervous system in AD pathophysiology remains to some extent unclear. 

Consequently, the need for an in vitro model including nerve endings is essential for 

improving knowledge in AD pathogenesis and testing new molecules. 

What does this study add?  
This study reports the first in vitro model of AD including epidermal nerves fibers. 

Consequenlty, it is showed that small fibers play an important role to protect and 

restore epidermal barrier in inflammatory context and control markers of inflammation 

such as thymic stromal lymphopoietin and substance P. 

 

 

 

 

Keywords: atopic dermatitis, in vitro, innervation, model, neurogenic inflammation, 

prurit 
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Background: Atopic dermatitis (AD) is a frequent inflammatory skin disease.  

Pruritus is present in all patients and skin nerve endings are known to be 

hyperactivated. Although several three-dimensional in vitro models mimicking AD 

have been published, no one considered neurogenic inflammation and pruritus 

pathways.  

 

Objectives: To develop a re-innervated human skin explant in Th2 inflammatory 

context of AD to improve our knowledge on the impact of reinnervation. 

 

Methods: Human skin explants were reinnervated by primary sensory neurons 

derived of dorsal root ganglion of rats. Then, an inflammatory cocktail (interleukin-4, 

interleukin-13, tumour necrosis factor-α and polyinosinic–polycytidylic acid) was 

added to mimick AD. 

 

Results: Human skin explants were reinnervated after 5 days of culture. Thymic 

stromal lymphopoietin and substance P were not produced by reinnervated skin 

explants. Regarding epidermal barrier, filaggrin expression was not decreased in 

inflammatory context after re-innervation. 

 

Conclusions:  We characterized the first 3D model mimicking AD taking cutaneous 

nerves fibers into account after addition of an inflammatory cocktail. Surprisingly, 

nerve fibers seem protect keratinocytes and prevent inflammation and disruption of 

epidermis barrier.  
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Introduction  

Atopic dermatitis (AD) is relapsing frequent inflammatory disease (1) during 

which itch is a predominant symptom (2) with frequent psychiatric comorbidity (3–5) 

and high negative impact on the quality of life (6) and a high disease burden (7,8).  

AD is a multifactorial skin disease involving the immune system, an alteration 

of epidermal barrier and genetic factors (especially filaggrin (FLG)-null mutations) (9). 

The pathophysiological immune mechanisms include a shift towards Th2 helper cells 

in the initiation phase. A deficient epidermal barrier function due to abnormal lipid 

metabolism and/or epidermal structural protein formation in combination with an 

abnormal microbial colonization with potentially pathogenic organisms such as 

Staphylococcus aureus and neurogenic inflammation, are central pathogenetic 

factors in AD (2). Interactions between environmental factors and alterations of 

epidermal barrier lead to an hyperactivation of innate immunity with a cytokine 

release by keratinocytes and antigen-presenting cells cytokines such thymic stromal 

lymphopoietin (TSLP). Theses cytokines promote Th-naïve lymphocytes towards the 

Th2 phenotype and the secretion of Th2 cytokines (interleukin (IL)-4, IL-5, IL-13 and 

IL-31)(10). In addition, Th2 cytokines and TSLP play an important role in the 

pathogenesis of AD mediated by JAK/STAT pathway (11). The expression of 

epidermally derived chemokines and a cascade of pro-inflammatory cytokines are 

upregulated while structural epidermal proteins such cytokeratin 10 (CK10), 

involucrin (IVL), loricrin (LOR) and FLG are downregulated. Consequently, 

inflammatory Th2 responses will in turn aggravate the defects of epidermal barrier 

and contribute to the increase of pruritus and scratching further altering the epidermal 

barrier defect and stimulating innate immunity, inducing a vicious circle: itch-scratch 

cycle. 

AD treatment is currently under dramatic changes with the advent of new 

treatments options (12). However, the role of the nervous system in AD 

pathophysiology remains to some extent unclear while there is a need for an in vitro 

model including pruritus-related pathways for improving knowledge in AD 

pathogenesis and testing new molecules.  A few in vitro model mimicking AD exist, 

some in two-dimensional and others more complex in three-dimensional (3D) skin 

models (13). 3D models include reconstructed human epidermis (RHE), skin 
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equivalent or skin explants. These models allow to study AD pathogenesis focusing 

mainly on barrier disruption with a deficit in FLG expression or on inflammation (14). 

However, these models do not take into account neurogenic inflammation and the 

importance of cross-talk between keratinocytes and cutaneous nerve endings.  

Sensory neurons increase keratinocytes proliferation and promote skin wound 

healing (15). Pruritus appears to originate in the epidermal or subepidermal free 

nerve endings. Theses nerve fibers, mainly C fibers, are considered as pruritus 

receptors (16,17). Pruritus in AD is severe, persistent and correlates with severity of 

AD (18,19). Epidermal hyperinnervation is described in AD and maybe partly 

responsible for peripheral itch sensitization (20). Furthermore, TSLP secreted by 

keratinocytes binds to its receptor, namely TSLPR, located on sensory nerve fibers. 

Activated sensory nerves fibers release neuropeptides such as calcitonin gene-

related peptide (CGRP) and substance P (SP) both activating keratinocytes leading 

to an activation loop (21). These interactions support the concept of close 

communications between keratinocytes and sensory nerve fibers (21). Consequently, 

we were interested in the cross-talk between keratinocytes and sensory nerves and 

the impact of re-innervation in a 3D model mimicking AD. 

The aim of our study was to establish an ex-vivo skin explant model for AD in 

humans. This model would be based on a re-innervated human skin explant and the 

Th2 inflammatory context of AD. After the formal establishment of an innervated AD-

model we were interested in testing the following hypothesis:  

i. Inflammatory reactions are modulated in a re-innervated human skin explant 

model by Th-2 cytokines 

ii. Sensory innervation protects epidermis and specially keratinocyte and protein 

of cornified envelope in Th2 inflammatory context 

iii. Sensory innervation modulates release of SP. 
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Materials and method 

Cell culture 

Human skin explants (5mm Ø) and human primary keratinocytes (HPK) were 

obtained from abdominoplasties after informed consent of patients. Human 

experiments and sample collections had local authorization, referenced under DC 

2008-214 at the “Ministere de la Recherche” in France and were conducted following 

the principles expressed in the Declaration of Helsinki.  

HPK were isolated after Dispase® incubation (20 U/ml in Ham's F12) at 4°C 

on overnight. The epidermis was then removed using forceps, and basal and 

suprabasal keratinocytes were dissociated from the epidermal layer by three 

digestions with 0.05% trypsin-EDTA solution and filtered. The cells were cultured in 

KSFM with 5ng/ml EGF (epidermal growth factor) and 50 μg/ml BPE (bovine pituitary 

extract). For experiments, HPK were used from passage 1 to 5 with enzymatic 

dissociation using trypsin/EDTA for each passage. 

Each human skin explant was co-cultured with or without primary sensory 

neurons (PSNs) in one well supplemented with Neuron Growth Factor (NGF) (10 

ng/ml), insulin (10 µg/ml) and hydro-cortisone (HC) (10 ng/ml) and placed at 37°C. At 

the end of the experiment, the supernatants were frozen with anti-proteases at -20°C 

for biochemical analyzes. The cell layers of PNS were recovered in 500µL of Tri-

reagent (Sigma T9424) and biopsies cut in half and put in 4% Paraformaldehyde 

(PAF) for 24-48 hours and then after rinsing in 10% sucrose for an equivalent time. ½ 

of the biopsy was frozen in liquid nitrogen being used subsequently for 

immunohistochemistry. 

 

PSNs were obtained from 2 to 3 days old newborn rats dorsal root ganglion 

(DRG). Newborn rats were sacrificed by decapitation. PSNs and glial cells were 

dissociated from the DRG by using collagenase type IV, 35 minutes at 37°C. Then, 

DRG were mechanically dissociated twice and plated in 12-wells culture plate coated 

with Poly-L-Lysine (1 mg/ml). The culture medium used is different depending on 

whether they are seeded with keratinocytes or skin biopsy: respectively 

supplemented KSFM and Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Ham’s F12 (DMEM-
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F12) and DMEM (3:1), both supplemented with 1X B27, 100ng/mL NGF, 10μg/mL 

insulin, 10ng/mL Brain-Derived Neurotrophic factor (BDNF) and 10ng/mL HC.  

Induction of inflammation 

The inflammatory cocktail was chosen to be as close as possible to AD 

inflammation. Molecules that composed the inflammatory cocktail and their 

concentrations were selected according to literature (22–25). After concentrations 

tests (data not shown), the final cocktail was constituted by IL-4 and IL-13 

(100ng/ml), TNF-α (10ng/ml) and Poly I:C (1µg/ml).  

 

Immunofluorescence analyses 

Skin explant 

Explant skin sections (10 µm) were saturated for 30 minutes at room 

temperature (RT) in DPBS supplemented with 10% of Bovine Sera Albumin (BSA). 

Primary and secondary antibodies were incubated with a solution of 1% BSA and 

0.3% of Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8532) in DPBS (Table 1). Sections were 

incubated with primary antibodies and placed at RT for PAR-2 and PGP9.5 

overnight, at 4°C for all other antibodies. Subsequently, sections were incubated with 

the secondary antibody coupled with a fluorochrome during 2 hours at RT (Table 1). 

A negative control was obtained by omitting the primary antibody. After three new 

washes, 40,6-diamidino- 2-phenylindole (DAPI, 100 mg/ml) was used to stain nuclei 

and sections were analysed under the immunofluorescence microscopy (Axiostar 

plus microscopy). Figures were taken with AxioCam® camera and analyzed with 

Axiovision® software. Relative staining intensity (RI) of each condition was measured 

using the ImageJ software.  

Cell culture 

The cells were fixed with 4% PAF and stored at -20°C. After thawing, drying 

and incubation in a humidity-saturated chamber, the slides were saturated with a 

10% BSA solution for 1 hour at RT.  

 

 



150 
 

RNAs extraction of keratinocytes and PSN  

HPK and PSN were preserved in 500 µl of Tri-Reagent. RNA extraction was 

performed following manufacturer’s protocol. Briefly, to extract RNA, 100µl of 

chloroform was added then samples were shaken. After 15 minutes, samples were 

centrifuged at 12000g during 15 minutes at 2-8°C. Then samples were composed of 

3 phases: the aqueous phase containing RNAs, the interface containing DNA and the 

organic phase containing proteins. The aqueous phase was transferred in a new tube 

with 250µL 2-propanolol. After centrifugation at 12000g during 10 minutes, 

supernatant was discarded. Then, the precipitated RNA was cleaned 3 times with 

ethanol 75%, vortexed and centrifuged at 7500g during 5 minutes. To finish, after 

drying, RNA was mixed with 10 µl of water RNAse free. 

The purity of Total RNAs and their concentrations were measured by 

spectrophotometry (Nanophotomoter, IMPLEM GmbH, Munich, Germany). 

 

Reverse transcriptase and Real Time-quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-

qPCR) 

RNAs from each sample (HPK and PSNs) were reverse transcribed to 

complementary DNA (cDNA) using the "High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit" (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). RT-qPCRs were carried out using 

StepOne™ Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). For 

every reaction, 1 µL of cDNA of each sample was added to 10µl of Master Mix SYBR 

Green (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA), 0.2 µl of each interest gene 

primers (Forward and Reverse) and 8.6 µl of water. The rest was carried out in 

accordance with instructions of the manufacturer’s protocol. Cycle numbers were 

normalized to the housekeeping gene expression of each condition tested (18S 

expression) performed simultaneously using the ΔΔCt comparative method. All 

genes studied are listed in Table 2. 

 

Statistical analyses  

All data are expressed as mean ± SEM and were analysed by One Way Anova or 

Kruskall Wallis test when more than 2 groups were compared and Student’s t-test or 
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Mann-Whitney test when individual treatment was compared to vehicle (Graph Pad 

Prism 6, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). All results were normalized to 

control. 
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Results 

The impairment of epidermal barrier was analysed through the expression of 

FLG, LOR or IVL (proteins of the cornified envelope) and CK10 or claudin (proteins 

of deeper epidermal layers) whereas of the epidermal inflammation was analyzed 

through TSLP expression. 

 

Effects of inflammatory cocktail 

No toxicity 

The used inflammatory cocktail was not toxic on keratinocytes (figure 1A and 

1B) nor on DRGs cells (figure 1C). 

 

Structural protein expression of epidermal barrier was altered by Th-2 

cytokines 

In the 2D model (HPK), mRNA expression of epidermal differentiation proteins 

was determined by RT-PCR (n=5) (figure 2A). Expression of FLG was significantly 

decreased with the 3 conditions containing IL-4/IL-13 (+/- Poly I:C +/- TNF-α) 

(p<0.05). IVL expression was significantly decreased after addition of IL-4/IL-13 and 

this tendency was maintained when combined with Poly I:C +/- TNF-α. Results 

showed a tendency to increase of the claudin expression in the 3 same conditions. 

In human skin explant (three-dimensional (3D) model), the proteins of 

epidermal differentiation were studied by immunofluorescence. Expression of FLG 

and LOR were decreased when adding the inflammatory cocktail (n=10, p<0.01 and 

p<0.05 respectively). CK10, protein of deeper layers of epidermis showed tendency 

to increase (figure 2B).   

 

Inflammatory marker (TSLP) was increased by Th-2 cytokines  

In the 2D model, mRNA expression of TSLP was increased with IL-4/IL-13 +/- 

Poly I:C +/- TNF-α (figure 3A). Likewise, secretion of TSLP by keratinocytes was 

increased with TNF-α (p<0.05) and with Th2 cytokines versus control (figure 3B).  
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TSLP was released by human skin explants in supernatant but the condition with the 

inflammatory cocktail didn’t further increase the release (n=5) (figure 3C). In RT-

qPCR, mRNA of TSLP was expressed but not different with or without addition of the 

inflammatory cocktail (figure 3D). 

 

Effects of reinnervation on inflammatory 3D model 

 Human skin explant was reinnervated after 5 days of culture  

After 5 days of co-culture, re-innervation (presence of nerves in dermis and 

epidermis) was effective with (p<0.0001) or without inflammation (p<0.0001) 

(between skin explant without PSNs) (figure 4A and 4B). 

 

Epidermal nerve fibers protected epidermal barrier  

FLG and cytokeratin 10 expressions were not decreased after re-innervation 

(n=5) (figure 5A). On the other hand, loricrin expression was significantly decreased 

when inflammatory cocktail was added. Interestingly, this decrease was less 

important when re-innervation was present (n=5). 

 

Epidermal nerve fibers control inflammatory markers 

Re-innervation of explants with or without the addition of the used 

inflammatory cytokines did not modified TSLP expression when measured by 

immunofluorescence (n=5) (figure 5B). After inflammation, ELISA results 

demonstrated marked increase in SP in not re-innervated explant (n=5, p<0.01) 

(figure 5C). Interestingly, after re-innervation, inflammation did not led to increase of 

SP. 

 

DRG functionality 

In the face of improvement of cutaneous barrier and decrease of inflammation 

in skin explant re-innervated versus no-re-innervated, DRG functionality was studied 

by ELISA. DRG ells  were activated by the inflammatory cocktail or human TSLP or a 
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positive control (resiferatoxin, a TRPV1 activator, RTX)(26). Release of SP were 

significantly increased after activation by RTX but not after activation by TSLP or 

inflammatory cocktail (n=3, p<0.05) (figure 6). 
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Discussion 

In our study, we characterized the first 3D model mimicking AD (thanks to the 

after addition of an inflammatory cocktail) taking cutaneous nerves fibers into account 

(13). The re-innervation was effective but the number of epidermal nerve fibers was 

not modified by the addition of such a cocktail. Until now, a hyper-innervation was 

described in AD, sometimes called neuro-dermatitis (20). In a recent study using a 

3Dimaging, a significant reduction in epidermal nerve fibers was detected both in 

lesional skin and non-lesional skin of AD (27). In any case, nerve fibers are 

primordial both in pruritus pathway and inflammation in AD through the 

hypersensitization of epidermal nerve fibers from an upregulation of nerves receptors 

(28). 

Cytokines and their concentrations used were selected according the literature 

(22-25). IL-4 and 13 are known as the most important IL in AD and different therapies 

against theses IL are in studies or already available to treat AD (12,29). AD skin 

lesions are characterized by the overexpression of pro-inflammatory type 2 

molecules such as IL-4, -13 and TSLP secreted by keratinocytes (30). TNF-α is a 

pro-inflammatory cytokine that alone or with IL-4 and 13 synergistically induces 

release of TSLP (25). Its role seems important since in some models its absence in 

inflammatory cocktail could explain absence of presence of TSLP (31,32). Thus, Poly 

I:C is a synthetic double-stranded RNA and upregulates also the expression of TSLP 

and induces the release of the TSLP protein in keratinocytes (33,34). Furthermore, 

both Poly I:C and Th2 cytokine (IL-4 and 13) upregulate carbonic anhydrase II (35). 

In our models (2D and 3D), the use of the association of these inflammatory factors 

induced hallmarks of AD. Both inflammation and alteration of epidermal barrier were 

presented with a decrease of protein of cornified (FLG, LOR and IVL). Presence of 

TSLP in our model confirmed induction of inflammation. TSLP is a key cytokine and 

its association with nerve fibers in an AD-like model is important as inflammation is 

maintained, enhanced or triggered by neurogenic inflammation (21). TSLP directly 

activates cutaneous sensory nerve endings via its specific receptor and then 

promotes itching (21). In the same way, SP release after inflammation induction in 

3D model without re-innervation is a supplementary argument for inflammation 

induction. Indeed, SP bind its receptors (neurokin-1 receptor) on nerve fibers and 

lead to neurogenic inflammation (36). But surprisingly, the SP levels returned to 
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control when reinnervation was present suggesting that nerve fibers could inhibit the 

production of markers of inflammation such as SP. This protective role was 

reinforced by results obtained on epidermal barrier proteins expression.  Indeed, 

alteration of epidermal barrier was no longer present when skin explants were re-

innervated as showed by the attenuation of the decrease of LOR expression in 

inflammatory conditions when reinnervation was effective. Epidermal nerve fibers 

appear a key element to restore cutaneous barrier. Such a positive influence of nerve 

fibers for LOR expression by keratinocyte in a 2D co-culture has been show in others 

experimentation of our laboratory in 2D (data no show).   

Nevertheless, in AD, nerve fibers via neurogenic inflammation play a role of 

amplification both inflammation and disruption cutaneous barrier while in our model 

nerve fibers seem to protect epidermis against effect of inflammation. Many 

neurotransmitters and nerve growth factors released from nerve endings in the blood 

or skin are involved in neurogenic inflammation, dramatically enhancing and 

maintaining the inflammation induced by immune cells. In our model, the lack of 

aggravation of hallmarks of AD can be explained by absence of stimulation of nerve 

fibers endings. Indeed, DRG did not released SP after stimulation by TSLP or 

inflammatory cocktail. This no-stimulation is likely on the heterologous side of the 

model with human skin explant, so human TSLP, and nerve fibers of rat, so TSLPR 

of rat. Consequently, nerve fibers are activated and not release neurotransmitters 

that will be stimulated keratinocytes and the cycle of neurogenic inflammation is not 

produced. Conversely, nerve fibers protect epidermis and down-regulate 

inflammation. This effect of nerves fibers in cutaneous barrier restoration has been 

demonstrated in wound (15). 

 To conclude, inflammatory cocktail composed of Th2 cytokines (IL-4 and IL-

13), Poly I:C and TNF-α induces hallmarks of AD in skin explant. Nevertheless, nerve 

fibers did not lead to neurogenic inflammation in 3D model re-innervated. Conversely 

nerve fibers protect keratinocyte and prevent inflammation and disruption of 

epidermis barrier. This absence of neurogenic inflammation was due to a no-

stimulation of nerve fibers coming from rats by human TSLP. To free from the bias of 

a heterogeneous model, a homologous model will have to be created from sensory 

neurons derived from stem cells. We need a skin explant re-innervated 100% to 
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better understand pathophysiology of AD and especially importance of epidermis 

nerve fibers.  

From a clinical point of view, our model proves that if we could protect our 

nerves from inflammation and opens up new fields of study. By protecting them, the 

inflammatory vicious circle of AD would be broken and these nerves would restore 

the skin barrier. 
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Table 1: List of primary and secondary Antibodies with concentration used and 
manufacturer’s references.  

Primary 
antibodies 

Target Host Dilution References Supplier 

 Cytokeratin 

10 
Mouse 1/100 ab9025 Abcam 

 Filaggrin Mouse  1/100 sc-66192 Santa Cruz 

 Loricrin Rabbit  1/100 ab240345 Abcam 

 PGP9.5 Rabbit 1/100 Ab27053 Abcam 

 TSLP Rabbit  1/100 ab47943 Abcam 

Secondary 
antibodies 

Reactivity Host Fluorescence References Supplier 

 
Rabbit IgG Goat FITC 111-095-003 

Jackson 

(interchim) 

 Mouse Goat Alexa 488 ab6785-1 Abcam 

 Goat Donkey Alexa 488 ab150129 Abcam 

PGP9.5: protein gen product 9.5; TSLP: thymic stromal lymphopoeitin. 
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Table 2: Primers sequences of genes expression analysed with RT-qPCR. 

Target 
Primers sequences 
(Forward) 

Primers sequences 
(Reverse) 

Hybridation 
temperature 

CK 10 
CAG-TCC-CAA-CTG-GCC-

TTG-AA 

GGG-CCT-GAA-TCT-GTG-

AGA-GC 
60°C 

FLG 
AAG-GAA-CTT-CTG-GAA-

AAG-GAA-TTT-C 

TTG-TGG-TCT-ATA-TCC-

AAG-TGA-TCC-AT 
60°C 

INV 
GCC-TCA-GCC-TTA-CTG-

TGA-GT 

GAG-CTC-CTG-ACT-GAG-

GGC-A 
60°C 

LOR 
GCA-AAC-CTC-GGG-TAG-

CAT-CA 

GCC-GTC-CAA-ATA-GAT-

CCC-CC  
60°C 

TSLPr 
ACA-TCC-TCC-ATA-GCC-

TTC-ACC  

GAG-TGG-CAG-TCC-AAA-

CAG-GAA 
60°C 

18S 
GGCTACCACATCCAAGGAA

GG 

CCAATTACAGGGCCTCGAA

AG 
60°C 

CK = cytokeratin 10; FLG= Filaggrin; INV = Involucrin; LOR= Loricrin; TSLP= Thymic  
Stromal Lymphopoietin 
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Figure 1: No toxicity (MTT test) of inflammatory cocktail with simple (24h) or 
double inflammation (24-72h) 
A. Keratinocytes in proliferation: no toxicity. Cell viability was increased after double 

inflammation.B. Keratinocytes in differentiation: no toxicity. C. DRG: no toxicity. 

(*=p<0.05; **=p<0.01) DRG: dorsal root ganglion.  

 

 

Figure 2: Epidermal barrier is altered by Th2 cytokines 

A. Expression of mRNA of epidermal differentiation protein on RT-qPCR in model 2D 

of human primary keratinocytes on differentiation (*=p<0.05, ***=p<0.001). Protein of 

cornified envelope was decreased by Th2 cytokines (IL-4 and 13). Filaggrin was also 

decreased when Poly I:C +/- TNF-α were added in inflammatory cocktail. 

Inflammatory cocktail increased Claudin expression. B. Quantitative (immuno-

)histomorphometry (QIH) in epidermis for loricrin, filaggrin and cytokeratin 10 (CK10) 

protein were assessed in model 3D. The relative intensity was normalized to control. 

Data represent the mean +/- SEM of 20 samples of 10 independent experiments 

(*=p<0.05, **=p<0.01).  

 

 

Figure 3: Inflammatory marker (TSLP) is increased by Th2 cytokines 

A. mRNA expression of TSLP on RT-qPCR in human primary keratinocytes on 

differentiation. Expression of TSLP had tendency to increased with Th2 cytokines +/- 

Poly I:C +/- TNF-α. B. Release of TSLP by human primary keratinocytes in 

supernatant (ELISA). All the conditions increased release of TSLP. (TNF-α: 

*=p<0.05). C. Release of TSLP by human skin explant in supernatant after 

inflammation. TSLP was presented in supernatant but there is no difference between 

the conditions. D. QIH in epidermis for TSLP protein were assessed in 3D model. 

The relative intensity was normalized to control. Data represent the mean +/- SEM of 

20 samples of 10 independent experiments.  
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Figure 4: Reinnervation of the 3D model of human skin explant of impact of Th2 
cytokines. 
A. Representative photo of immunohistochemistry of cutaneous nerve fibers in the 

human skin explants after 5 days of culture. The sensory nerve fibers were stained 

by PgP9.5 antibody. White arrow= nerve fibers in epidermis; orange arrows= nerve 

fibers in dermis B. Relative proportion of epidermal sensory nerves fibers per mm² of 

epidermis in skin explant with or without inflammation (***=p<0.001).  

 
Figure 5: Epidermal nerve fibers protect model 3D of human skin explant of 
impact of Th2 cytokines. 
A. Epidermal nerve fibers protect epidermal barrier of Th2 cytokines in skin explant. 

The relative intensity (QIH) of epidermal protein expression of loricrin, filaggrin and 

cytokeratin 10 (CK10) was normalized to control. Data represent the mean +/- SEM 

of 10 samples of 5 independent experiments. B. Epidermal nerve fibers control 

expression of TSLP in skin explant. QIH in TSLP protein were assessed. The relative 

intensity was normalized to control. Data represent the mean +/- SEM of 10 samples 

of 5 independent experiments. C. Epidermal nerve fibers inhibit release of 

inflammatory marker substance P (SP) after inflammation in skin explant (n=10). 

Release of SP by human skin explant or reinnervated skin explant in supernatant 

with or without inflammation (**=p<0.01) (ELISA). 

 
 
Figure 6: Release of substance P (SP) by dorsal root ganglion (DRG) 
Release of SP by DRG. Activation by inflammatory cocktail or human TSLP or a 

positive control (RTX) (n=3, *=p<0.05). 
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Figure 1: No toxicity (MTT test) of inflammatory cocktail with simple (24h) or 
double inflammation (24-72h) 
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Figure 2: Epidermal barrier is altered by Th2 cytokines 
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 Figure 3: Inflammatory marker (TSLP) is increased by Th2 cytokines 
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Figure 4:  Impact of inflammation of reinnervation of human skin explants 
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Figure 5: Epidermal nerve fibers protect model 3D of human skin explant of 

impact of Th2 cytokines. 
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Figure 6: Release of substance P (SP) by dorsal root ganglion (DRG) 
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Supplementary “Material and Methods” 

 

Toxicity test 

The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test 

was used to measure cellular cytotoxicity after different treatments. Approximately 

10 000 keratinocytes were seeded by well and incubated for 2 days in proliferative 

state in poor containing calcium medium (KSFM, 90µM) and 1 day in differentiation 

state in high containing calcium medium (DMEM, 1.8mM calcium). For sensory 

neurons, one rat was dissected and DRG were put in culture for 5 days. The 

supernatant of each well was removed, and a solution of 2.5 mg / ml of thiazolyl blue 

tetrazolium bromide was added to each well (300μL/well). After 1.5 hours at 37°C, 

the MTT solution was replaced by 100μL of DMSO. The optical density (OD) was 

read with a spectrophometer at 540nm after 15min under gentle agitation. 

 
 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (EIA) 

The levels of TSLP, CGRP and SP released into the medium were assessed 

using commercially available EIA kits following the manufacturer’s recommendations, 

respectively “Human TSLP Duoset EIA kit” (R&D Systems, Minneanopolis, USA) and 

“Rat CGRP EIA kit” (SPiBio Bertin Pharma, Montigny-le-Bretonneux, France) and 

“Substance P Parameter Assay Kit” (R&D systems, Minneapolis, EU).  

OD were assayed by spectrophotometry at 405nm for SP and CGRP and 

450nm then 540nm for TSLP. The samples concentrations were calculated from the 

standard curve realized for each kit. 
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Chapitre 3 : Résultats complémentaires 

 

I. Introduction  

 

La mise en place d’un modèle expérimental que ce soit au niveau in vivo et encore 

plus in vitro mimant une pathologie est un défi complexe. A ce jour, aucun modèle ne peut 

reproduire fidèlement la pathologie visée dans ces moindres détails. Un modèle va se focaliser 

sur certaines caractéristiques et essayer de les reproduire. Par conséquent, un modèle est 

toujours adaptable, modifiable et perfectible. Le modèle que nous avons mis en place et décrit 

dans le chapitre précédent (Chapitre 2 des résultats) ne déroge pas à cette règle. L’objectif de 

notre modèle était la mise en place de la réinnervation pour pouvoir en étudier le rôle dans la 

DA (impact de l’inflammation sur la réinnervation, impact de la réinnervation sur les 

marqueurs de la DA). Cet objectif a été atteint avec une réinnervation effective dans notre 

modèle après 5 jours de co-culture. Le second objectif était d’analyser les modifications des 

protéines de la barrière épidermique, en particulier de l’enveloppe cornée (filaggrine et 

loricrine), et un marqueur de l’inflammation la TSLP.  

Cependant, les atteintes de la DA ne se cantonnent pas à ces seuls éléments. De 

nombreuses modifications à la fois de la barrière épidermique au niveau protéique mais 

également lipidiques ou du microbiote, sont présentes. Sur le plan de l’inflammation cutanée, 

la TSLP est le marqueur le mieux défini dans la DA, cependant d’autres cytokines pro-

inflammatoires sont présentes, comme l’IL-8 ou l’IL-1β (Abramovits et al., 2013; Wilson et 

al., 2013). La colonisation à Staphylococcus Aureus lors de poussée de DA joue un rôle, cause 

ou conséquence (Son et al., 2014; Anh Tuan Vu et al., 2010). D’autres éléments de 

l’immunité sont aussi impliqués dans la DA. L’immunité adaptative par la voie Th2 est la plus 

importante avec ces IL-4 et -13, mais d’autres ILs participent. La voie Th22 a été décrite ainsi 
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que l’IL-31 en particulier dans la voie du prurit (Cevikbas et al., 2014). A côté de l’immunité 

adaptative, l’immunité innée bien que moins décrite pour le moment est altérée. Au niveau 

cutané, l’immunité innée est la première ligne de défense dont l’IL-1 fait partie. Les 

récepteurs cellulaires de l’immunité innée situés sur différents types de cellules comme les 

kératinocytes, les cellules dendritiques ou les mastocytes : les PRR (pattern recognition 

receptor). Ces récepteurs sont capables de reconnaitre des éléments spécifiques de pathogènes 

qu’on appelle les PAMP (pour PathogenAssociated Molecular Patterns). Les kératinocytes 

ont un rôle primordial car en première position au vu de leur situation anatomique. Les TLRs 

font partie des PRR. Le rôle de certains TLRs, autre que le TLR3 a été mis en avant, en 

particulier le TLR2 (Flynn et al., 2019).  

Par conséquent notre modèle peut être mieux caractérisé. De nouvelles 

expérimentations ont été réalisées pour renforcer les données existantes que ce soit sur la 

barrière épidermique ou l’inflammation. De nouveaux éléments, complémentaires, ont 

également été recherchés.   

Les questions posées étaient :  

(i) Une réinnervation était-elle possible après inflammation de l’explant ? A l’inverse, 

quelles sont les effets de l’ajout d’un cocktail inflammatoire sur un explant déjà 

innervé ?  

(ii) Amélioration la caractérisation du marqueur de l’inflammation TSLP et analyser 

d’autres marqueurs de l’inflammation comme l’IL-8, et TLR2, un récepteur de 

l’immunité innée impliqué dans la réponse inflammatoire 

(iii) Mieux caractériser notre modèle sur le plan de la barrière cutanée avec une analyse 

par RT-qPCR  

(iv) Compléter le cocktail inflammatoire par de l’IL-1β 
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II. Résultats 

 

 La réinnervation n’est pas effective sur une culture longue 1.
 

Deux protocoles étaient mis en place pour étudier la réinnervation des explants cutanés 

avec le cocktail inflammatoire défini au chapitre 2 (figure 19). 

x Le premier consistait à évaluer la faisabilité de réinnerver un explant cutané déjà 

soumis au cocktail inflammatoire.   

o Le cocktail inflammatoire était ajouté à J0 sur l’explant cutané seul,  

o L’explant était ensuite mis en co-culture (explant-GRD) à partir de J3,  

o Avec ou sans activation avec le cocktail inflammation à J4-J6,  

o La culture était analysée à J8. 

x Le deuxième protocole consistait à évaluer la possibilité d’ajouter le cocktail 

inflammatoire sur un explant déjà réinnervé.  

o L’explant était mis en co-culture avec les GRD à J0, 

o A J5 la réinnervation était effective, 

o Le cocktail inflammatoire était ajouté à J5 et J7, 

o La culture était analysée à J9. 
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Figure 19 : Absence de réinnervation effective sur la culture longue. Calcul du nombre de 
fibres nerveuses marquées après immunomarquage par le PGP9.5 sur coupe histologique de 
30 µm. Proportion relative de fibres nerveuses sensorielles par mm² dans les explants cutanés 
(n=5). Différence significative par rapport au témoin (réinnervation à J0 et analyse à J5) des 4 
autres conditions. n=5, ***=p<0,001. 
 

Au moment de l’analyse des explants cutanés de ces cultures longues (J9 pour la 

réinnervation de l’explant puis l’ajout du cocktail inflammatoire, ou J8 pour l’inflammation 

initiale puis réinnervation), la réinnervation n’est effective dans aucune des conditions. 
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 Etude de l’environnement inflammatoire 2.

 Analyse de l’expression de TSLP dans le modèle “DA-like » réinnervé  a.

 

Dans notre modèle 3D, nous nous sommes intéressés à l’expression protéique de la 

TSLP ainsi que sa libération dans le surnageant.  

Comme nous l’avons montré dans l’article aucune différence significative entre les 

intensités de marquage de la TSLP des peaux inflammées versus peaux non-inflammées n’a 

pu être mise en évidence ni une augmentation du taux de TSLP dans les surnageants de co-

culture soumises au cocktail inflammatoire. Ne trouvant pas de variation d’expression au 

niveau protéique, nous avons réalisé en complément une analyse par RT-qPCR afin de 

rechercher son expression transcriptomique. Pour rappel, les explants cutanés étaient mis en 

culture à J0 puis le cocktail inflammatoire composé d’IL-4 et d’IL-13 à 100 ng/ml, de TNF-α 

à 10ng/ml et de Poly I :C à 1µg/ml était ajouté à J1 et J3 dans le surnageant. L’explant était 

récupéré à J5 (figure 20A). Concernant le modèle réinnervé, le protocole était identique avec 

une co-culture explant-GRD à J0 (figure 20B). L’inflammation était effectuée selon le 

protocole classique de culture, c’est-à-dire à J1 et J3 avec récupération à J5. 
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Figure 20 : Augmentation de l’expression de l’ARNm de la TSLP en RT-qPCR sur des 
explants cutanés avec inflammation. A. L’expression relative de l’ARNm de la TSLP était 
augmentée lors de l’ajout du cocktail inflammatoire par rapport à l’explant seul (n=5, p=0,11). 
B. L’expression relative de l’ARNm de la TSLP était augmentée lors de l’ajout du cocktail 
inflammatoire sur explant réinnervé par rapport à l’explant réinnervé sans inflammation (n=5, 
p=0,31). 

 

L’analyse de l’ARNm de la TSLP montrait une tendance à l’augmentation lors de 

l’ajout du cocktail inflammatoire avec une expression 5 fois plus importante. Cette expression 

était seulement augmentée d’un facteur 2 lors de l’ajout du cocktail inflammatoire sur un 

explant réinnervé.  

 

 Analyse de l’expression du TLR-2 dans le modèle « DA-like » réinnervé b.
 

Nous nous sommes également intéressés à l’expression, transcriptomique et protéique, 

d’un récepteur de l’immunité innée impliqué dans la réponse inflammatoire, le TLR2 dans 
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notre modèle d’explant cutané réinnervé (figure 21). L’inflammation était effectuée selon le 

protocole classique de culture, c’est-à-dire à J1 et J3 avec récupération à J5. 

 

Figure 21 : Expression de TLR2 à la fois protéique (A.) et transcriptomique (B.) après 
ajout du cocktail inflammatoire dans le modèle 3D réinnervé. A. Analyse en 
Immunomarquage (IHC) et B. RT-qPCR de l’expression relative de TLR2 dans un explant +/- 
réinnervé +/- avec inflammation (n=4).   

 

L’expression relative en IHC du TLR2 montrait une diminution faible lors de l’ajout 

du cocktail inflammatoire. Cette tendance disparaissait dans le modèle réinnervé.  

L’expression relative de l’ARNm du TLR2 n’était pas différente lors de l’ajout du 

cocktail inflammatoire (n=4). 
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 Etude de la barrière épidermique : analyse transcriptomique de l’expression des 3.

protéines de l’épiderme dans le modèle DA-like réinnervé  

 

Dans le même temps, nous avons poursuivi les investigations concernant l’analyse de 

la barrière épidermique. Comme pour la TSLP, nous avons réalisé de la RT-qPCR afin 

d’analyser l’expression transcriptomique de la Filaggrine, de la CK10 et de la Loricrine. 

L’inflammation était effectuée selon le protocole classique de culture, c’est-à-dire à J1 et J3 

avec récupération à J5(figure 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Expression des ARNm de la 
filaggrine, de la cytokératine 10 et de la 
loricrine dans des explants inflammés 
après réinnervation. Analyse RT-qPCR 
sur explants cutanés réinnervés avec 
inflammation à J1 et J3, récupération à J5 
(n=4). Les résultats sont reportés par 
rapport à l’explant seul = 1. 
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Pour rappel, en immuno-histochimie l’expression de la filaggrine et la cytokératine 10 

n’était pas différente selon la condition réinnervée ou réinnervée avec inflammation. 

L’expression relative de l’ARNm de la filaggrine, et la cytokératine 10 n’était pas différente 

lors de l’ajout du cocktail inflammatoire (n=4).  

Concernant la loricrine, son expression était diminuée (un peu moins de 50%) lors de 

l’ajout du cocktail inflammatoire sur explant non réinnervé (Partie Résultat-Chapitre 2-figure 

2B). Lors de la réinnervation, son expression était augmentée dans la condition réinnervée 

seule pour revenir à la normale dans la condition réinnervée avec inflammation (Partie 

Résultat-chapitre 2-figure 5). Lors de l’analyse en RT-qPCR, l’expression relative de 

l’ARNm de la loricrine était également augmentée dans l’explant réinnervé et diminuait lors 

de l’ajout du cocktail inflammatoire (n=4 ; p <0,05). 

 

 Apport de l’IL-1β dans le cocktail inflammatoire  4.
 

a. Marqueurs de l’inflammation 
 

Analyse en culture 2D sur kératinocytes humains différenciés 
 

Le cocktail inflammatoire était composé initialement par des IL-4 et -13, du TNF-α et 

du poly I :C. Lors de son ajout sur le modèle d’explant réinnervé, l’expression protéique de 

TSLP n’était pas augmentée et l’expression transcriptomique montrait une tendance à 

l’augmentation mais non significative. Dans ce contexte, nous avons évalué l’apport de l’IL-

1β dans notre cocktail. Différentes conditions ont été testés : l’IL-1β seule, associée au 

cocktail inflammatoire avec ou sans TNF-α. Ces tests ont dans un premier temps été réalisés 

sur des kératinocytes différenciés (culture 2D) 
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Le cocktail a été ajouté sur des cultures 2D de kératinocytes en différenciation et les 

expressions de l’ARNm de TSLP et de l’IL-8 étaient analysées (figure 23). Le TLR2 étant un 

récepteur de l’immunité innée impliqué dans la réponse inflammatoire, son expression a 

également été analysée (figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Expression de l’ARNm des marqueurs de l’inflammation TSLP et IL-8 en 
RT-qPCR sur des kératinocytes humains primaires en différenciation lors de l’ajout de 
l’IL-1β. Mesure de l’expression relative par rapport au témoin (n=3, *=p<0.05). 

 

L’expression d’ARNm de la TSLP était augmentée de manière significative lors de 

l’ajout de l’IL-1β seule. L’ajout des autres combinaisons cytokiniques montraient une 

tendance à l’augmentation (figure 23).  

Concernant l’expression de l’ARNm de l’IL-8, nous voyions qu’elle était augmentée 

par rapport au témoin en présence du cocktail inflammatoire « classique » mais que cette 

expression était fortement amplifiée lorsque l’IL-1β était ajouté au cocktail (figure 23 ; 

p<0.05). 
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Concernant l’expression du TLR2, nous observons que l’ajout de TNF-α et de poly 

I :C n’entrainait pas de modification d’expression du TLR2. Par contre, les IL-4 et -13 

associées ou non au poly I :C et au TNF-α montraient une tendance à l’augmentation de 

l’expression du TLR2 (figure 24).  

L’ajout de l’IL-1β au cocktail inflammatoire complet potentialisait l’effet sur 

l’expression de TLR2, mais ces résultats n’étaient pas significatifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Expression de l’ARNm du TLR2 en RT-qPCR sur des kératinocytes 
primaires humains en différenciation lors de l’ajout des différents composés du cocktail 
inflammatoire (A) et avec ou sans IL-1β dans le cocktail (B). Ajout des différents éléments 
du cocktail inflammatoire séparément ou en association. Comparaison avec et sans ajout de 
l’IL-1β. Expression relative par rapport au témoin. (n=3). 

 

Analyse de la TSLP dans les surnageants de culture 3D 
 

Ayant montré une augmentation de son expression transcriptomique en culture 2D, 

nous avons surtout voulu vérifier si l’apport de l’IL-1β dans le cocktail inflammatoire 
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permettait de stimuler la libération de TLSP dans nos cultures d’explants de peau. L’IL-1β 

était testée seule ou associée avec le cocktail inflammatoire (figure 25). L’inflammation était 

effectuée selon le protocole classique de culture, c’est-à-dire à J1 et J3 avec récupération à J5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25: Concentrations de TSLP libérée dans les milieux de culture des explants 
cutanés non réinnervés en présence ou non d’IL-1β. Les taux de TSLP étaient mesurés par 
test ELISA. (n=4). 

 

L’ajout d’IL-1β n’entrainait pas de modification d’expression de la TSLP lors de son 

ajout avec ou sans le cocktail inflammatoire sur les explants cutanés. 

 

b. Marqueurs de la barrière épidermique 
 

Dans le même temps, l’impact de l’ajout de l’IL-1β dans l’environnement 

inflammatoire était évalué sur les protéines de la différenciation épidermique.  

Différentes conditions ont été testés : l’IL-1β seule, associée au cocktail inflammatoire 

avec ou sans TNF-α. Le cocktail a été ajouté sur des cultures 2D de kératinocytes en 
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différenciation et les expressions de l’ARNm de la filaggrine, l’involucrine et la claudine 

étaient analysées (figure 26).  
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L’ajout de l’IL-1β n’entrainait de modification de l’expression de la claudine ou 

l’involucrine par rapport au cocktail inflammatoire « classique » (IL-4, IL-13, poly I :C et 

Figure 26: Expression de l’ARNm des 
marqueurs de l’inflammation en RT-
qPCR sur des kératinocytes humains 
primaires en différenciation lors de 
l’ajout de l’IL-1β. Expression relative 
de la filaggrine, l’involucrine et la 
claudine après ajout du cocktail 
inflammatoire plus ou moins le TNF-α 
et plus ou moins l’IL-1β (n=3, 
*=p<0.05). 
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TNF-α). Concernant le filaggrine, le cocktail inflammatoire supplémenté en IL-1β entrainait 

une diminution significative de l’expression de l’ARNm. 

 

III.  Discussion  

 Réinnervation et inflammation 1.
 

L’inflammation neurogène dans la DA est un cercle vicieux avec une inflammation 

cutanée qui active (altère) les fibres nerveuses, qui a leur tour vont créer de l’inflammation 

cutanée. Dans notre modèle et pour être au plus proche de l’environnement retrouvé dans la 

DA, l’explant cutané est réinnervé et mis dans un environnement inflammatoire en même 

temps. Pour décomposer ce cercle vicieux, il semblait intéressant d’analyser le rôle de 

l’inflammation sur un explant déjà innervé (rôle 1: impact de l’inflammation sur 

l’innervation) ainsi que le rôle de l’innervation sur un explant déjà soumis à un 

environnement inflammatoire (rôle 2 : impact de la ré-innervation sur les marqueurs de 

l’inflammation). Nous souhaitions notamment étudier l’impact de l’inflammation sur la 

réinnervation cutanée. Une augmentation de cette dernière étant souvent décrit dans la DA 

(Sugiura et al., 1997; Tominaga & Takamori, 2014; Urashima & Mihara, 1998) 

Classiquement, dans notre modèle de co-culture, les GRDs sont mis en culture 

quelques jours (7 à 10 jours en moyenne) afin de laisser le réseau de neurites se créer avant de 

mettre l’explant de peau sur ce tapis cellulaire. Une fois la co-culture en place, l’innervation 

est généralement effective à J5 et optimale jusqu’à 7 jours de culture (fin de la co-culture). 

Afin de décomposer ce cercle vicieux comme évoqué plus haut, nous devions donc changer 

ces conditions de culture. Dans cette optique, le modèle de co-culture avec une réinnervation 

déjà mise en place en place (à partir de J5 de culture) était soumis à un environnement 

inflammatoire (rôle 1). Malheureusement, la co-culture durait 9 jours et cela induisait une 
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diminution drastique du nombre de fibres nerveuses dans les explants de peau. L’effet de 

l’inflammation sur la réinnervation n’a pas pu être analysé 

A l’inverse, l’explant cutané a d’abord été soumis au cocktail inflammatoire dès J0 

puis réinnervé secondairement (à J3) (rôle 2). Malheureusement, cette inflammation initiale 

ne permettait pas la réinnervation de l’explant par les fibres nerveuses sensorielles. Ils nous 

étaient donc impossible d’apporter des réponses à nos questions.  

 

 Etude de l’environnement inflammatoire 2.
 

 Analyse de l’expression de TSLP dans le modèle DA-like réinnervé a.
 

L’expression transcriptomique de la TSLP était augmentée dans nos expérimentations 

suite au stress inflammatoire. Dans notre modèle sans réinnervation, l’expression était 5 fois 

plus importante par rapport à l’explant contrôle non réinnervé. La non significativité des 

résultats est probablement dû à un manque de puissance. Lorsque la réinnervation était 

présente cette augmentation était églement observée mais plus de 2 fois moins importante que 

dans le modèle non réinnervé. Cette augmentation moindre lors de la réinnervation (mais non 

statistiquement significative) suggère à nouveau l’effet protecteur des fibres nerveuses 

sensoriels vis-à-vis de l’environnement inflammatoire et de ces conséquences. En effet, dans 

les résultats présentés dans l’article, nous montrions que la présence des fibres nerveuses dans 

l’épiderme avait un effet bénéfique sur la rupture de la barrière cutanée en réduisant 

l’effondrement de la loricrine, confirmés par l’analyse de l’expression de son ARNm ci-

dessus (figure 22).  Les terminaisons nerveuses semblent montrer également un effet de 

contrôle dans la libération de la TSLP ; ce même effet avait été observé pour la libération de 

la SP. Ce rôle bénéfique et protecteur du système nerveux périphérique cutané n’est pas 

nouveau (Chéret et al., 2014; Lebonvallet et al., 2012; Roosterman et al., 2006; Tominaga et 
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al., 2007). Cependant, nous le montrons ici dans un contexte d’inflammation de type DA. Or, 

in vivo, cela ne semble pas être le cas puisque la sur-innervation observée dans la DA 

s’accompagne de prurit intense et contribue et favorise le cercle vicieux de l’inflammation 

(Tominaga & Takamori, 2014). Cette action bénéfique se transformerait alors en action 

délétère lorsque les conditions environnantes deviennent incontrôlées. 

Dans notre modèle 3D « DA-like » réinnervé, l’expression protéique de la TSLP 

n’était pas augmentée lors de l’ajout du cocktail inflammatoire. Il était intéressant d’aller voir 

en amont, c’est-à-dire la production d’ARNm. Les temps de demi-vie des ARNm varient de 

15 minutes à maximum 24 heures (Meyer et al., 2004). L’augmentation de l’ARNm de la 

TSLP 48h après notre dernière inflammation (récupération à J5 pour inflammation à J1 et J3) 

suggère donc la mise en place d’une inflammation chronique avec une production 

« continue » d’ARNm de la TSLP. Inflammation qui était régulée à la baisse lors de la 

réinnervation. L’absence d’augmentation de concentrations dosables de la TSLP dans les 

surnageants de culture malgré l’augmentation de son expression transcriptomique pourrait 

s’expliquer par le fait que nous travaillons sur des explants de peau (épiderme + un peu de 

derme) et que la libération de TSLP au sein de l’épiderme rend difficile sa mesure dans le 

surnageant de culture. De manière générale les différentes publications relatant une 

augmentation de TSLP dans les surnageants de culture reportent rarement de fortes 

concentrations de TSLP suite à une inflammation (Castex-Rizzi et al., 2014; Rouaud-

Tinguely et al., 2015). Nos tentatives pour révéler par western blot l’augmentation de 

l’expression protéique de la TSLP dans nos explants inflammés ce sont révélées 

infructueuses. 
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 Apport de l’IL-1β dans le cocktail inflammatoire b.
 

Malgré tout, nous avons entrepris de modifier notre cocktail inflammatoire en ajoutant à 

celui-ci de l’IL-1β, cytokine pro-inflammatoire ayant montré sa capacité à stimuler 

l’expression de la TSLP dans un modèle d’EHR (Bernard et al., 2017). En effet, l’IL-1 est 

produite dans l’épiderme par les kératinocytes suite à la stimulation par des cytokines pro-

inflammatoire ou des facteurs de stress environnementaux (Zepter et al., 1997). Cette 

libération d’IL-1 contribue à l’induction de l’environnement inflammatoire dans la DA en 

entrainant une inflammation cutanée à travers l’induction de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires (Krause et al., 2012; Renne et al., 2010). Différentes études apportent de plus 

en plus de preuves cliniques suggérant que l'IL-1β joue un rôle important dans les voies 

inflammatoires impliquées dans la phase aiguë et chronique de la DA (Abramovits et al., 

2013): 

(i) L’IL-1 joue un rôle dans la fonction barrière. Les ligands de l’IL-1 (IL-18) sont 

associé à l’évolution chronique des lésions dans la DA 

(ii) La production d’IL-1β et l’activation de l’inflammasome par différents allergènes 

de la DA a été décrit (Dai et al., 2011) 

(iii) L’IL-1β était fortement exprimé dans une étude comparant des biopsies cutanées 

de 20 patients atteints de DA (versus 20 témoins) (Abramovits et al., 2013) 

(iv) Le taux d’IL-1β était augmenté dans le sang chez des patients souffrant de DA, 

avec une corrélation selon la gravité clinique (Nutan et al., 2012). Le taux était 

diminué après amélioration clinique. 

De plus, comme évoqué plus haut, l’IL-1β entrainait la production de TSLP à 24h et une 

altération des protéines de la différenciation épidermique dans un modèle d’EHR (Bernard et 
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al., 2017). Nous avons entrepris des tests sur kératinocytes primaires humains différenciés en 

ajoutant de l’IL-1 β à notre cocktail inflammatoire. Les résultats se sont avérés assez 

prometteurs avec une augmentation des taux d’ARNm de molécules impliquées dans 

l’inflammation comme la TSLP et l’IL-8 et une diminution des protéines impliquées dans la 

barrière épidermique comme la filaggrine, lorsque l’IL-1β était ajouté au cocktail 

inflammatoire classique. Malheureusement, concernant la TSLP, cela ne s’est pas traduit par 

une augmentation de son taux dans les surnageants de culture des explants. Ces résultats 

seraient en faveur de son utilisation dans le cocktail inflammatoire d’induction de la DA. 

 

 Augmentation de l’expression d’un autre marqueur de l’inflammation : IL-c.
8 

 

Lors de nos tests avec l’IL-1 β, nous sommes intéressés à l’expression de l’IL-8. En 

effet, la DA est caractérisée par une surexpression cytokinique pro-inflammatoire comme 

l’IL-4 et 13, la TSLP mais également l’IL-8 (Yamanaka & Mizutani, 2011). L’IL-8 est une 

cytokine pro-inflammatoire présente dans la DA et classiquement sécrétée par les cellules 

immunitaires après sensibilisation avec une antigène (Kimata & Lindley, 1994). La présence 

d’IL-8 dans la couche cornée est également proportionnelle à la sévérité de la DA et pourrait 

être un marqueur de sévérité de la maladie (Amarbayasgalan et al., 2013). De plus, l’IL-8 est 

également corrélée à des marqueurs biologiques comme le taux d’IgE et une atteinte de 

l’intégrité de la barrière cutanée. Dans un modèle d’épiderme humain reconstruit mimant la 

DA, la sécrétion d’IL-8 était également augmenté (Rouaud-Tinguely et al., 2015). Cette 

augmentation d’expression d’IL-8 dans notre modèle est un argument supplémentaire pour 

prouver la présence d’un environnement inflammatoire mimant la DA. 
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 Inflammation et marqueur de l’immunité innée : le TLR2 d.
 

Concernant le TLR2, une tendance à la diminution fût retrouvée dans le modèle 3D non 

réinnervé, alors qu’aucune modification protéique ou transcriptomique de TLR2 n’était 

retrouvée dans le modèle 3D réinnervé. Les TLR2 sont des protéines transmembranaires 

codées par le gène TLR2 et intervenant dans la reconnaissance des peptides antimicrobiens ou 

de peptides endogènes libérés en réponse à une agression cutanée. Elles ont plusieurs rôles 

importants :  

(i) La reconnaissance de plusieurs produits de la paroi cellulaire du Staphylococcus 

Aureus (Skabytska et al., 2016) 

(ii) La stimulation de la production de peptides antimicrobiens (β-defensines humaines 

et cathélicidines) par les kératinocytes. Ces peptides antimicrobiens vont limiter la 

croissance bactérienne (Sumikawa et al., 2006)  

(iii) Le maintien des jonctions serrées et donc l’intégrité de la barrière cutanée (Kuo et 

al., 2013; Waton, 2017)  

(iv) La stimulation de la production de TSLP par les kératinocytes et l’induction de la 

voie de signalisation de l’IL-6 (Flynn et al., 2019; Le et al., 2011) 

Dans le modèle EHR décrit dans le paragraphe précédent (Résultat-IL-1b), l’ajout d’un 

activateur des TLR2 avec l’IL-1β avait une action synergique sur la production d’IL-6 

(Bernard et al., 2017). Deux mutations entrainant une diminution de son expression et une 

altération de ces différentes fonctions, ont été identifiées dans la DA sur les gènes codant pour 

le TLR2 ( Waton, 2017; Niebuhr et al., 2010). Ainsi, l’expression des TLR2 est diminuée 

dans les kératinocytes et monocytes circulants des patients atteints de DA (Kuo et al., 2013) 

ce que nous montrons dans nos explants soumis au cocktail inflammatoire. De nouveau, le 
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rôle bénéfique des terminaisons nerveuses peut être souligné puisque cette diminution 

d’expression du TLR2 était abolie en présence de la réinnervation.  
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Chapitre 4 : Mise en place d’un modèle 3D d’explant 

cutané réinnervé à partir de neurones sensoriels issus de 

« skin-derivated precursors » (projet soutenue par la 

Société Française de Dermatologie septembre 2019) 

 

I. Introduction  

 

Modéliser la DA in vitro est un challenge. La plupart des modèles décrits dans la 

littérature ont été entrepris selon l’hypothèse « inside-outside » par l'ajout de cytokines pro-

inflammatoire spécifique de la DA afin de créer un défaut de la barrière épidermique et de 

générer une inflammation cutanée (Bernard et al., 2017; Bogiatzi et al., 2007; F. Huet et al., 

2018). Et tous ces modèles y arrivent. Cependant, aucun d’eux ne prend en compte et ne 

reproduit le symptôme le plus caractéristique et handicapant de cette pathologie, le prurit. 

C’est toute l’originalité de ce projet. Nous avons précédemment mis en place un modèle 

innervé présentant les caractéristiques de la DA, dans lequel des explants de peau humaine 

étaient co-cultivés avec des GRD de rat (Résultats Chapitre 1-2 et 3). Un cocktail pro-

inflammatoire composé de cytokines Th2, IL-4 et IL-13, TNF-α et Poly I:C était ajouté pour 

induire l'inflammation dans le modèle réinnervé. La TSLP n’était pas détectée lors de la 

stimulation avec le cocktail inflammatoire. Même s'il existe une forte homologie de séquence 

entre les neuropeptides du rat et de l'homme, on ne peut exclure que les cytokines humaines 

ne puissent pas stimuler correctement les neurones du rat. De plus, les tests effectués sur 

GDRs de rat avec de la TSLP humaine ont montré l’impossibilité d’activité les neurones 

sensoriels : ce modèle hétérologue a montré ses limites. C’est pourquoi, nous avons entepris 

dans une deuxième partie de ce projet de mettre en place un modèle de peau innervée 
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entièrement humain. Ce modèle 100 % humain est une perspective très intéressante pour les 

études ultérieures de la physiopathologie de la DA et plus particulièrement de la voie du prurit 

(Muller et al., 2018). 

Les neurones sensoriels humains pouvaient être obtenus soit à partir de cellules 

souches pluripotentes induites (iPSC), soit à partir de précurseurs dérivés de la peau (SKP) 

(Muller et al., 2018; Toma et al., 2001). Le laboratoire ayant accès de façon régulière à des 

prélèvements de peau humaine, il a opté il y a 5 ans à l’optimisation de l’extraction, la culture 

et la différenciation des SKPs en neurones sensoriels à partir de protocoles déjà existants 

(Lebonvallet et al., 2012; Toma et al., 2005; Wong et al., 2006) afin de mettre en place son 

propre protocole (Bataille et al., 2020). Ces cellules se situent dans différentes "niches" de la 

peau et plus particulièrement dans le derme au niveau de la couche papillaire, la région 

périvasculaire ou dans la matrice extracellulaire. Les SKPs sont des cellules précurseurs 

multipotentes dérivées de la crête neurale qui possèdent des caractéristiques des cellules 

souches telles qu'un auto-renouvèlement indéfini et une capacité à générer différentes lignées 

(Toma et al., 2001; Toma et al., 2005).  

L’objectif de nos travaux était de mettre en place un modèle homologue in vitro de 

peau réinnervé en substituant les GRD de rat par des neurones sensoriels humains dérivés des 

SKP : 

(i)  Adaptation du protocole avec analyse la cytotoxicité et l'expression phénotypique 

des SKPs au cours des dernières étapes de différenciation en neurones sensoriels :  

a. Marqueurs neuronaux 

b. Marqueurs de la voie de signalisation du prurit 

(ii) Evaluer l’impact du cocktail inflammatoire et la fonctionnalité des neurones 

sensoriels dérivés des SKPs  
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II. Résultats 

 

Dans le protocole existant pour la différenciation des SKPs en neurones sensoriels, les 

SKPs étaient cultivés initialement dans des boîtes de Petri puis en flasque. Dans l’optique de 

pouvoir réinnerver des explants cutanés, une étape supplémentaire de décollement des SKPs 

était nécessaire afin de pouvoir les mettre en culture dans une plaque de culture de type 12 

puits, par exemple. Cette nouvelle étape posait 2 questions :  

x La trypsination des SKPs pour leur décollement-recollement était-il cytotoxique ? 

x Cette étape devait-elle être effectuée avant ou après la maturation ? 

 

 Etude de la cytotoxicité lors du décollement-recollement des SKPs. 1.

 

Afin de savoir s'il était possible de décoller les cellules au cours des étapes de 

différenciation, les cellules étaient décollées après ajout de trypsine pendant 30 secondes 

avant (J20) et après (J35) l'étape de maturation. Les surnageants étaient collectés le jour de la 

trypsinisation puis un et deux jours après le traitement. La cytotoxicité était analysée avec le 

test ToxiLight™ (figure 27).  
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Figure 27 : Absence de cytotoxicité de la trypsination avant la maturation au test 
ToxiLight™ (n=3, *= p<0,05). Le pourcentage de libération d'adénylate kinase à J1 et J2 
après trypsinisation était calculé par rapport au jour de la trypsinisation des cellules (J0).  

 

Lorsque les cellules étaient décollées avant la maturation, la cytotoxicité n'était pas 

augmentée par rapport au contrôle, alors que la cytotoxicité était significativement plus élevée 

pendant les deux jours suivant la trypsinisation lorsque les cellules étaient décollées puis 

réensemencées à la fin du processus de différenciation (p<0,05). 

 Le nombre de cellules était similaire au jour 35 entre les cellules ayant été décollées avant 

l'étape de maturation et celles du contrôle. Les cellules présentaient des excroissances de 

neurites et étaient organisées en réseau, ce qui n'était pas observé lorsque les cellules étaient 

décollées après l'étape de maturation. De plus, la confluence était significativement diminuée 

lorsque les cellules étaient décollées après l'étape de maturation, avec une perte du réseau 

neuronale. 

Ces éléments nous indiquent qu’en terme de viabilité cellulaire, il est nécessaire de 

décoller les SKPs avant leur maturation, à la fin de la différenciation (J20) pour pouvoir les 

ensemencer dans les conditions de culture relatives à la co-culture (plaque 12 puits).   
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 Etude de l’expression des marqueurs neuronaux après décollement 2.
 

Les étapes de décollement des cellules (utilisation de la trypsine, centrifugations 

successives…) sont d’une manière générale, relativement contraignantes pour tous types 

cellulaires. Les neurones sensoriels issus de SKPs demeurent des cellules relativement 

fragiles et nous venons de voir l’impact de cette étape sur leur viabilité. L’étape suivante 

consistait à vérifier par RT-qPCR l’incidence ou non d’une telle étape sur la présence des 

marqueurs neuronaux BRN3A et PRDM12 dans les neurones sensoriels dérivés des SKPs à la 

fin de culture (figure 28).  

 

 

Figure 28 : Expression des gènes neuronaux BRN3A et PRDM12 dans les SKPs à la fin 
de la maturation (A.) et impact du décollement des neurones sensoriels dérivés des SKPs 
sur l’expression de ces gènes (B). A. L’expression des ARNm de BRN3A et PRDM12 était 
mesurée par RT-qPCR à J0 de la culture et à la fin de la différenciation. (=3). B. L’expression 
de PRDM12 et BRN3A était analysé après décollement-réensemencement avant ou après 
l’étape de maturation et le résultat était normalisé par rapport à l’absence de décollement. 

 

Les marqueurs des gènes neuronaux BRN3A et PRDM12, facteurs de transcription 

exprimés dans les neurones sensoriels, étaient respectivement augmentés de 116,8 et 20,6 fois 

par rapport à l'état indifférencié (SKPs) (figure 28A). Nous observons également que le 
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décollement des cellules n’entrainait aucune perte d’expression des marqueurs neuronaux 

testés (figure 28B).  

 

 Etude de l’expression des gènes des marqueurs de la voie de signalisation du 3.
prurit par les neurones sensoriels dérivés des SKPs 

 

Comme nous souhaitons utiliser ces cellules pour étudier les voies de signalisation du 

prurit dans un modèle in vitro de DA, nous avons d’une part, étudier la présence ou non de 

protéines impliquées dans la voie de signalisation du prurit (analyse jamais effectuée à ce jour 

encore) et d’autre part, vérifier que cette étape de décollement-réensemencement avant 

maturation n’avait aucune incidence sur leur expression.  

Cette première analyse était réalisée par RT-qPCR à la fin de la maturation (figure 29).   
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Figure 29 : Expression des marqueurs de la voie de signalisation du prurit dans les 
neurones sensoriels issus de SKPs à la fin de la maturation. Expression des ARNm de 
protéines impliquées dans la voie de signalisation du prurit : TSLP receptor (TSLPR), PAR2, 
TRPV1, TRPA1 (n=3, **=p<0.01). Chaque expression de gène a été calibrée par rapport à 
l'état indifférencié (SKP).  
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PAR: Protease activated receptor; TRPA1 : Transient Receptor Potential Ankyrin 1 ; TRPV1 : 
Transient Receptor Potential Vanilloid 1 ; TSLPR : Thymic Stromal Lymphopoietin 
Receptor. 

Les neurones sensoriels dérivés des SKPs exprimaient des gènes codant pour des 

récepteurs impliqués dans de la voie de signalisation du prurit. Ainsi, les expressions des 

ARNm du récepteur de la TSLP (TSLPR), du TRPA1 et du TRPV1 étaient respectivement 

20,6 ; 10,4 et 20,39 fois plus élevées que celles de SKPs indifférenciées. De façon 

surprenante, nous observons une diminution d’expression de l’ARNm du récepteur PAR2 

dans les neurones différenciés par rapport au contrôle. 

Ces marqueurs étaient à nouveau analysés après l’étape décollement-réensemencement 

des cellules que nous avons ajouté à la fin de la différenciation (figure 30). 

Figure 30 : Expression des marqueurs de la voie de signalisation du prurit après 
décollement des cellules. Expression des ARNm de protéines impliquées dans la voie de 
signalisation du prurit : TSLP receptor (TSLPR), TRPV1, TRPA1 (n=3, *=p<0.05). Chaque 
expression de gène a été calibrée par rapport aux cellules non décollées.  
TRPA1 : Transient Receptor Potential Ankyrin 1 ; TRPV1 : Transient Receptor Potential 
Vanilloid 1 ; TSLPR : Thymic Stromal Lymphopoietin Receptor. 
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Après décollement des neurones sensoriels dérivés des SKPs, les marqueurs de la voie 

du prurit (récepteur de la TSLP, TRPV1, TRPA1) étaient toujours exprimés. 

 Les neurones sensoriels humains dérivés de la SKP expriment des marqueurs 4.
spécifiques aux neurones sensoriels 

 

Ayant démontré que cette étape de décollement-réensemencement n’avait aucune 

incidence ni sur la viabilité des cellules, ni sur l’expression de marqueurs neuronaux de type 

sensoriels et de récepteurs impliqués dans les voies de signalisation du prurit, nous avons 

complété notre caractérisation de ces neurones sensoriels issus de SKPs par une analyse par 

immunofluorescence de l’expression de marqueurs neuronaux ainsi que de marqueurs de la 

voie du prurit (figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Caractérisation par immunofluorescence des neurones sensoriels dérivés de 
SKPs. Les cellules étaient marquées par le PGP9.5 et la βIII-tubuline pour les marqueurs 
neuronaux. La S), le CGRP, le TRPV1, le TRPA1, le PAR2, le TSLPR et l’IL-31R pour les 
voies du prurit. Barre d'échelle=50μm.  
CGRP : Calcitonin Gene related Peptide; IL-31R : Il-31 receptor ; PAR2 : Protease Activated 
Receptor-2 ; PgP9.5 : Protein gene product 9.5 ; SP : substance P ; TRPA1 : Transient 
Receptor Potential Ankyrin 1 ; TRPV1 : Transient Receptor Potential Vanilloid 1; TSLPR : 
Thymic Stromal LymphoPoietin Receptor.  
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Comme le montre la figure 31, les neurones sensoriels dérivés des SKPs expriment des 

marqueurs de neurones tels que PGP9.5 et la β-III tubuline.  

Les récepteurs connus pour être impliqués dans les voies de signalisation du prurit 

étaient également détectés avec succès. Bien que le TRPV1 et l'IL-31R étaient exprimés mais 

faiblement, d'autres récepteurs étaient fortement exprimés, tels que le TRPA1, le PAR2, le 

récepteur de l'IL-31 et le récepteur de la TSLP. Les neuropeptides CGRP et SP étaient 

également présents. 

 

 Effet de l’ajout du cocktail inflammatoire sur les neurones sensoriels issus de 5.
SKPs  

 

 Etude de la toxicité (Test MTT) a.
 

Un test de viabilité cellulaire était effectué sur les neurones sensoriels dérivés des 

SKPs pour déterminer si une cytotoxicité était induite par les molécules du cocktail 

inflammatoire. Nous avons ajouté à ces tests l’étude de l’effet de la TSLP et d’un activateur 

du TRPV1, le RTX (figure 32).  

Après une incubation de 24 heures avec le cocktail inflammatoire ou le RTX ou la 

TSLP, nous n’observions aucune induction de cytotoxicité. 
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Figure 32 : Absence de cytotoxicité du cocktail inflammatoire sur les neurones 
sensoriels. Le test MTT était effectué après une stimulation de 24 heures avec 10μM RTX 
(n=3), 100 ng/mL de cytokines IL-13 (n=2), IL-4 (n=2), 10ng/mL TNF-α (n=3) et 1μg/mL 
Poly I:C (n=2) individuellement ou combinés dans un cocktail inflammatoire (n=3) ou 10 
ng/mL TSLP (n=3). 

 

 

 Etude sur les marqueurs neuronaux et les protéines des voies du prurit. b.
 

Les neurones sensoriels dérivés des SKPs étaient cultivés pendant 5 jours avec ajout 

du cocktail inflammatoire à J1 et J3. Une analyse en immunomarquage était effectuée afin de 

vérifier la persistance des différents marqueurs neuronaux et l’absence de dé-différenciation 

des neurones sensoriels issus des SKPs lors de leur mise dans un environnement 

inflammatoire (figure 33A). Dans le même temps, les marqueurs de la voie de signalisation du 

prurit de la DA (TSLP et IL-31) après inflammation étaient analysés ainsi que les 

neuropeptides SP et CGRP (figure 33B). 
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Figure 33 : Caractérisation des neurones sensoriels issus des SKPs dans un environnement inflammatoire. Les SKPs étaient activés à J1 et 
J3 avec le cocktail inflammatoire et analysés à J5. A. Analyse en immunomarquage de marqueurs neuronaux (NF200, periphérine et 
BIIItubuline). B. Analyse en immunomarquage des marqueurs de la voie de signalisation du prurit (TSLP et IL-31) et de neuropeptides (SP et 
CGRP).  
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NF200 : neurofilament 200 ; TSLP : thymic stromal lymphopoietin ; SP : susbtance P ; CGRP : calcitonin gene-related protein ; IL-31 : 
interleukine-31.
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Concernant les marqueurs neuronaux, l’environnement inflammatoire n’entrainait pas 

de modification du phénotype neuronal et les neurones sensoriels exprimaient le 

neurofilament 200, la périphérine et la BIII-tubuline. Concernant la voie du prurit, la TSLP 

était fortement exprimé et à moindre mesure l’IL-31. Les neuropeptides (SP et CGRP) étaient 

aussi exprimés. 

  

a. Effet du cocktail inflammatoire sur la libération de Substance P (SP) 
par les neurones dérivés des SKPs 

 

Nous avons ensuite analysé la capacité de ces cellules à libérer le principal 

neuropeptide impliqué dans l’inflammation neurogène observée dans la DA : la SP. 

Nous avons utlisé 3 cultures différentes de neurones sensoriels issus de SKPs et les 

avons soumis soit au stress inflammatoire, soit à la TSLP seule soit au RTX, un activateur du 

récepteur TRPV1. Les taux de neuropeptides libérés dans les surnageants de culture étaient 

mesurés par ELISA (figure 34).  
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Figure 34 : Mesure du taux de Substance P libérée dans les surnageants de cultures de 
neurones sensoriels issus de SKPs activés ou non par le cocktail inflammatoire, la TSLP 
ou le RTX. Les neurones sensoriels issus de SKPs étaient activés pendant 15 minutes soit 
avec le cocktail inflammatoire, la TSLP (10ng/ml) ou le RTX puis les surngeants récupérés et 
congelés à -80°C. Les mesures de SP étaient réalisées par dosage ELISA. (n=3 pour cocktail 
inflammatoire, n=1 pour le RTX). 
RTX; resiniferatoxin; SP : susbtance P;  TSLP : thymic stromal lymphopoietin. 
 

Nous observons que les taux de SP retrouvés dans les surngeants de culture sont très 

élevés. Malheureusement, aucune différence n’a pas être mise en évidence entre les 

conditions non activées et les conditions activées. Même le RTX, spécifique activateur du 

TRPV1, responsable de la libération de SP, n’a montré d’efficacité.   

Nous retenons malgré tout que ces cellules synthétisent et peuvent libérer de la SP.  
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 Comparaison du phénotype des neurones sensoriels issus de SKPs entre le de 6.
culture SKP et le milieu de culture des GRDs 

 

Classiquement, nous incubons nos co-cultures explant de peau humaine/GRDs de rat 

dans un autre milieu que celui dans lesquelles maturent les neurones sensoriels issus de SKPs. 

Nous avons voulu vérifier comment se « comportaient » ces derniers dans le milieu de co-

culture dit « classique ». 

Milieu de culture de SKPs « classique » Milieu de culture de GRD 
DMEM/DMEMF12/Neurobasal 1/1/2  

NB-21-A (100X) 

N2 (200X) 

NGF 100 ng/ml 

GDNF 10 ng/ml  

BDNF 10 ng/ml 

dbc AMP 500 µM 

DMEM/DMEMF12 (1 :1)  

NB-21-A (50X) 

NGF 100 ng/ml 

BDNF 10 ng/ml  

Insuline 10µg/ml  

Hydrocortisone 10ng/ml  

 

  
 

Figure 35 : Modifications morphologiques des neurones sensoriels lors de la culture avec 
le milieu des ganglions rachidiens dorsaux. Les neurones sensoriels dérivés des SKPs 
étaient cultivés 5 jours soit avec le milieu classique des SKPs ou avec le milieu de culture des 
GRDs. Analyse en immonohistochimie de la substance P. Grossissement X20. 

 

Comme nous le voyons dans la figure 35, la morphologie des neurones dérivés des 

SKPs était différente selon le milieu de culture utilisé (pendant 5 jours) après la fin de la 



210 
 

maturation. Lors de la culture dans le milieu GRD, les neurones possédaient un aspect plus 

allongé, longiligne avec des neurites à leurs extrémités. 

 

La suite des expérimentations devait être la mise en co-culture de ces neurones 

sensoriels issus de SKPs avec des explants de peau afin de mettre en place ce modèle 3D 

réinnervé 100% humain et d’y appliquer le stress inflammatoire prélablement défini. 

Malheureusement à cause de la crise sanitaire, toutes ces expérimentations n’ont pu être 

réalisées.   
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III. Discussion 

 

La culture des SKPs permet d’obtenir des neurones sensoriels possédant les marqueurs 

de la voie du prurit et capable de sécréter de la SP. Dans l’objectif final de la mise en place 

d’un modèle homologue d’explant réinnervé, le protocole de base de culture des SKPs a dû 

être adapté (Bataille et al., 2020).  

 

 Pas de cytotoxicité ni de dédifférenciation des neurones sensoriels lors du 1.

décollement-réensemencement avant la maturation ni après ajout d’un 

environnement inflammatoire 

 

Afin de déterminer le moment approprié pour décoller-réensemencer les cellules en 

prévision de la mise en présence avec l’explant cutané adin d’étblir notre modèle 3D 

réinnervé 100% humain, les cellules étaient décollées à différentes étapes du processus de 

différenciation : soit avant la maturation (à la fin de la différenciation) soit à la fin de la 

maturation. La caractérisation de l'étape d'ensemencement des neurones sensoriels dérivées 

des SKPs permettait de savoir si cette étape devait être anticipée avant la maturation en 

neurones sensoriel ou si cette étape pouvait être réalisée après leur maturation, ce qui semblait 

le plus simple. Le test de ccytotoxicité (ToxiLight™) montrait une cytotoxicité plus élevée 

lorsque le décollement était effectué sur des neurones matures qui présentaient déjà des 

longues neurites. À cette étape, la digestion enzymatique avec la trypsine induisait une mort 

cellulaire massive, interdisant leur utilisation pour les ensemencer pour le modèle 3D après 

l'étape de maturation. Pour éviter cette étape limitante, et la perte massive de cellules, les 

neurones sensoriels dérivés des SKPs doivent donc être décollés avant la croissance des 
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neurites. Ce résultat est conforme aux observations faites avec un modèle réinnervé utilisant 

des neurones sensoriels dérivés d’iPSC (Muller et al., 2018). Néanmoins, nous avons voulu 

vérifier que cela n’avait aucune incidence sur leur phénotype et l’analyse en RT-qPCR 

montrait que le décollement n'avait pas d'effet significatif sur l'expression des gènes et que le 

phénotype « neurones sensoriels différenciés » était stable dans le temps (maintien de la 

périphérine et de BRN3A notamment).  

Les neurones dérivés des SKPs sont des cellules sensibles à leur environnement et il 

était ensuite important de vérifier que l’ajout de nouvelles molécules telles que le cocktail 

inflammatoire (IL-4, IL-13, TNF-α et Poly I :C) n’engendrait pas une modification des 

marqueurs exprimés Nous montrons ici que l’ajout du cocktail inflammatoire n’entrainait 

aucune cytotoxicité ni de modification phénotypique (présence des marqueurs neuronaux 

BRN3A, périphérine et NF200).  

 

 Les neurones sensoriels dérivés des SKPs expriment des marqueurs de la voie 2.

de signalisation du prurit et sécrètent des neuropeptides 

 

Une autre étape importante était de vérifier que les cellules finales pouvaient être 

utilisées dans l’étude des voies de signalisation du prurit car exprimant les récepteurs 

(pruricepteurs et autres) impliqués dans sa signalisation. La précédente étude réalisée au 

laboratoire avait montré en imagerie calcique une augmentation d’activité calcique lorsque 

ces neurones sensoriels dérivés des SKPs étaient activés par des agonistes spéfciques de 

TRPV1 (capsaicine), TRPA1 (Polygodial) et PAR2 (PAR-AP) (Bataille et al., 2020). Cela 

suggérait la présence de ces récepteurs sur ces neurones. Nous montrons ici que TRPV1, 

TRPA1 mais également le récepteur à la TSLP, sont bien exprimés tant au niveau 

transcriptomique et protéique. A notre connaissance c’est la première fois que cette 
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démonstration est faite. En revanche, le niveau d’expression du PAR2 s’est révélé faible dans 

nos cultures. Nous n’avons pas d’explication à ce stade mais il semble que malgré cela ce 

récepteur est fonctionnel comme l’avait démontré Bataille et al dans leur étude (Bataille et al., 

2020). La démonstration de l'expression des récepteurs comme TRPV1 et TRPA1 sur ces 

cellules est cruciale car ils régulent la libération des neuropeptides (Gouin et al., 2017). La 

délivrance de neuropeptides des terminaisons nerveuses cutanées induit une inflammation 

neurogène cutanée (Gouin et al., 2015). Cette inflammation neurogène participe à l’induction 

de la DA et de son prurit (Yosipovitch et al., 2018).  

Lors de l’ajout de l’environnement inflammatoire, les neurones sensoriels dérivés des 

SKPs exprimaient de nombreux médiateurs présents dans le prurit et plus particulièrement 

dans le prurit de la DA comme la TSLP, ou l’IL-31. Dans un modèle de neurones sensoriels 

dérivés d’iPSC, une autre catégorie de cellules souches, l’ajout de l’IL-4 et l’IL-13 était 

analysé en imagerie calcique et qPCR sur des gènes impliqués dans la neurotransmission 

(Guo et al., 2018). Dans cette étude, l’IL-4 et l’IL-13 augmentaient la signalisation du Ca²+ 

dans les neurones sensoriels, suggérant que l’IL-4 et 13 pouvaient activer les neurones 

sensoriels dérivés des iPS. Il était également observé une régulation à la hausse de l'interféron 

α (IFNA7/8) et des gènes des IL-9 et -18. Des gènes impliqués dans la neurotransmission 

étaient régulés à la baisse, ce qui suggère que ces cytokines sont des récepteurs dysrégulateurs 

impliqués dans la neurotransmission. Bien que la TSLP reste à ce jour le marqueur principal 

du prurit de la DA, l’IL-31 semble jouer un rôle très important. Le taux d’IL-31 est augmenté 

chez les patients atteints de DA et va directement activer la voie de la signalisation du prurit 

via son récepteur situé sur les neurones sensoriels et les kératinocytes (Otsuka et al., 2011; 

Sonkoly et al., 2006). Le taux d’IL-31 sérique semble être corrélé à la gravité de la DA et de 

son prurit (Lu et al., 2018). La TSLP et l’IL-31 sont des cibles actuelles du traitement de la 
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DA. Le tezepelumab (analogue de la TSLP) et le nemolizumab (récepteur monoclonal de 

l’IL-31) sont en cours d’études (Kabashima et al., 2018; Simpson et al., 2019).  

De plus, nous avons montré que les neurones sensoriels dérivés des SKPs exprimaient 

des neuropeptides impliqués dans l’inflammation neurogène et la voie du prurit : la SP et le 

CGRP (ICC). Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la libération de SP 

(médiateur principal du prurit) dans les milieux de culture des cellules. Nous montrons la 

présence de ce neuropeptide, preuve que sa libération est totalement fonctionnelle. En 

revanche, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’activation spécifique de sa libération 

suite à l’utilisation d’agonistes spécifiques tels que le RTX, puissant activateur du TRPV1 ; 

aucune augmentaiton d’activité n’était détectée ni avec le cocktail inflammatoire ni avec la 

TSLP seule. La libération de neuropeptides traduit la fonctionnalité de ces neurones sensoriels 

et leur capacité à communiquer avec les kératinocytes pour participer à la voie de 

signalisation du prurit. 

A ce stade, nous avions donc validé la possibilité d’utiliser les neurones sensoriels 

dérivés des SKPs afin d’étudier les voies de signalisation du prurit d’une manière générale et 

celui lié à la DA, plus particulièrement. 

L’étape suivante consiste donc à la réinnervation d’explant cutané par ces cellules. 

Classiquement, notre modèle 3D réinnervé utilise un milieu de culture différent de celui 

utilisé pour la culture des neurones sensoriels dérivés des SKPs. Il nous fallait donc vérifier si 

ce changement n’avait aucune incidence sur ces cellules. Dans cette optique, les neurones 

sensoriels étaient cultivés 5 jours dans le milieu de culture habituel des co-cultures GRD-

explant. La modification morphologique des neurones sensoriels était nette. Or, il n’est pas 

impossible qu’un changement morphologique neuronal s’accompagne d’un changement 

fonctionnel. Il nous faudra donc à nouveau réaliser une caractérisation phénotypique de ces 

neurones sensoriels. Il n’est pas aisé de trouver une ou des explications à ce changement 
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morphologique des neurones. La composition différente en Ca²+ et en facteurs de croissance 

entre les deux milieux peut être une explication. Cependant, ne connaissant malheureusement 

pas la composition précise du milieu NeurobasalTM utilisé pour la maturation des neurones 

sensoriels issus de SKPs, nous ne pouvons uniquement juger que sur les facteurs que nous 

rajoutons et sur la concentration calcique connue. Concernant le Calcium, sa concentration en 

Ca²+ est plus faible dans le milieu NeurobasalTM que celle du milieu des GRDs (200,0 mg/l 

contre 116,0 mg/l pour le DMEMF2 combiné au 200 mg/l pour le DMEM). Quant aux 

facteurs de croissance, le GDNF, le N2 et le dbAMPc étaient également absent du milieu de 

culture « GRD ».  

En conclusion, bien que le processus de différenciation des SKPs en neurones 

sensoriels soit long et coûteux, les SKPs sont un outil novateur et précieux pour la création de 

futur un modèle d’explant réinnervé entièrement humain. Les neurones sensoriels issus des 

SKPs expriment les caractéristiques des neurones sensoriels périphériques, ainsi que les 

récepteurs impliqués dans la voie d'induction du prurit et libèrent également les neuropeptides 

impliqués dans la boucle d’induction de l’inflammation neurogène cutanée. 
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Synthèse de l’étude 

 
Les résultats accumulés au cours de ces trois années sur la mise en place d’un modèle 

3D réinnervé « DA-like » ont permis d’apporter des réponses sur l’impact des fibres 

nerveuses sensorielles cutanées dans la physiopathologie de la DA.  

 

La première partie du projet décrite dans le chapitre 1 a permis de définir le cocktail 

inflammatoire le plus pertinent pour notre modèle (tableau 10). Un équilibre entre impact de 

l’inflammation et absence de toxicité a été trouvé avec l’association aux concentrations 

définies des IL-4 et -13 avec le TNF-α et le poly I :C. La physiopathologie de la DA se 

caractérise par une inflammation cutanée Th2 à la phase aigüe (Weidinger et al., 2018). Notre 

cocktail inflammatoire amène un environnement inflammatoire largement orienté vers la voie 

Th2 avec les IL-4 et -13. Nous l’avons complexifié avec l’ajout d’un activateur de TLR, le 

poly I :C. Cette activation de TLR3 des kératinocytes, récepteur de l’immunité innée, est 

connue pour induire la sécrétion de TSLP, tout comme le TNF-α (Bogiatzi et al., 2007; Suri et 

al., 2018). L’originalité de notre protocole réside en une double inflammation qui permet un 

maintien de notre peau dans un environnement inflammatoire, élément que les modèles 

actuels ne font pas (E. De Vuyst et al., 2017; F. Huet et al., 2018). L’inflammation toutes les 

48h (à J1 et J3 et analyse à J5) présentait les meilleurs résultats et permettait d’obtenir les 

caractéristiques morphologiques de la DA.  
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Tableau 10 : Synthèse du chapitre 1 

Composition du cocktail inflammatoire 

IL-4 et 13 : 100 ng/ml  

TNF-α : 10 ng/ml 

Poly I :C : 1µg/ml 

Particularité du TNF-α 
Toxicité à 20 ng/ml 

Absence de toxicité à 10 ng/ml 

Particularité du Poly I :C Doublement de l’expression de TLR3 à 
1µg/ml 

Temps activation J1 et J3 
Diminution de l’expression de la filaggrine 
et de la loricrine 

Retard de différenciation épidermique 

IL : interleukine ; Poly I :C : acide polyinosinique-polycytidylique ; TLR : Toll-like receptor ; 
TNF : tumor necrosis facteur. 

 

La suite logique était d’incorporer à cet explant de peau humaine, des neurones 

sensoriels issus de rat, afin d’obtenir ce modèle 3D réinnervé « DA-Like » ; le protocole de 

réinnervation se basant sur celui utilisé en routine au laboratoire (Lebonvallet, 2013 ; Cheret, 

2014). Les résultats décrits dans le chapitre 2 ont permis de mettre en évidence l’impact des 

fibres nerveuses sensorielles dans un modèle de DA-like. Nous avons réussi à réinnerver un 

explant cutané humain par des neurones sensoriels issus de GRDs de rat dans un 

environnement inflammatoire de DA. Nous aurions pu nous attendre à une amplification de 

l’effet du cocktail inflammatoire sur notre explant via l’inflammation neurogène. Au 

contraire, les fibres nerveuses sensorielles ont démontré un rôle plutôt protecteur vis à vis des 

kératinocytes. L’apport des fibres nerveuses sensorielles dans notre modèle « DA-like » 

permettait de restaurer la barrière épidermique (filaggrine, loricrine) et de contrôler les 

marqueurs de l’inflammation tels que la TSLP et la substance P. Cet effet protecteur peut 

s’expliquer par une absence de stimulation de certains récepteurs neuronaux empêchant les 
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neurones sensoriels de rentrer dans la boucle de l’inflammation neurogène : inflammation-

altération épidermique. De plus, et contrairement à ce que nous attendions, le nombre de 

fibres réinnervant l’épiderme n’a pas été plus important lorsque le stress inflammatoire était 

présent. Ce nombre de fibres non augmenté dans les peaux inflammées évitait peut-être un 

« emballement » du système et faisait conserver aux fibres nerveuses leur rôle protecteur et de 

contrôle dans la peau. L’inflammation ne semble donc pas être un facteur favorisant la 

croissance neuronale et la surinnervation observée dans les peaux de patients atteints de DA. 

Plusieurs hypothèses peuvent-être avancées comme la stimulation mécanique induite par le 

grattage et non reproductible dans notre modèle. L’absence d’IL-31 est une autre hypothèse. 

Cette IL importante dans la DA va directement activer la voie de la signalisation du prurit via 

son récepteur situé sur les neurones sensoriels et les kératinocytes (Otsuka et al., 2011; 

Sonkoly et al., 2006). 

Nous avons continué à améliorer nos connaissances sur ce modèle hétérologue de 

« DA-like » (chapitre 3). Concernant les marqueurs de l’inflammation, l’analyse 

transcriptomique de la TSLP montrait une augmentation de son expression après ajout du 

cocktail inflammatoire mais à nouveau régulée à la baisse lors de la réinnervation. L’IL-8, 

autre facteur d’inflammation, était également augmentée. Nous avons également testé l’apport 

de l’IL-1β dans notre cocktail inflammatoire. L’ajout d’IL-1β n’entrainait pas de modification 

d’expression de la TSLP lors de son ajout sur les explants cutanés. Cependant, son action sur 

l’augmentation de l’IL-8 et certainement d’autres marqueurs de l’inflammation, nous fait 

réfléchir à son incorporation dans notre cocktail inflamatoire : des tests complets sur explants 

réinnervés et inflammés avec et sans cette cytokine nous permettront de mieux appréhender 

son utilisation. Concernant le TLR2, une tendance à la diminution était retrouvée dans le 

modèle d’explant non réinnervé, mais aucune modification protéique ou transcriptomique de 

TLR2 n’était retrouvé après réinnervation. 
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Tout ce travail de mise en place et d’optimisation du modèle nous a malheureusement 

aussi montré ses limites. En effet, ce modèle hétérologue peau humaine/neurones sensoriels 

de rat a permis au laboratoire depuis de nombreuses années de mieux analyser et de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans les voies de signalisation du prurit ; de 

nombreuses publications en témoignent. Cependant, dans notre projet d’étude de la 

physiopathologie du prurit de la DA, l’élément clé décrit par de nombreuses publications 

depuis Wilson en 2013, est la TSLP. Or, après de nombreuses interrogations sur certains 

résultats obtenus, nous nous sommes rendu compte que, malgré la présence du récepteur de la 

TSLP sur les neurones sensoriels de rat, celui-ci n’était peu ou pas activé par la TSLP 

humaine. Il nous fallait donc changer de stratégie qui s’avère être un véritable challenge 

(chapitre 4). Nous avons adapté et modifié le protocole de différenciation de neurones 

sensoriels issus des SKPs préalablement utilisé au laboratoire (Bataille et al., 2020). Tout 

d’abord nous avons montré que ces neurones sensoriels peuvent-être incorporés dans un 

modèle de réinnervation d’explant cutané. Le décollement des neurones sensoriels dérivés des 

SKPs avant l’étape de maturation n’entraînait pas de cytotoxicité ou de modification 

phénotypique. De plus et surtout, ces neurones possèdent une grande partie des marqueurs de 

la voie de signalisation du prurit de la DA. L’ajout du cocktail inflammatoire ne modifiait pas 

l’expression des marqueurs neuronaux ni de ceux de la voie du prurit. De plus, les neurones 

sensoriels dérivés des SKPs sont fonctionnels et sécrètent des neuropeptides comme la 

substance P. 

Nous devions réaliser les tests de réinnervation avec les neurones sensoriels issus de SKPs 

dans le courant de l’année 2020. Malheureusement, la crise sanitaire nous a privées de cette 

ultime étape. Ceci sera donc l’objet de perspectives de travail.  
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Perspectives de l’étude 
 

La poursuite de la caractérisation des modèles de « DA-like » ou la création de nouveaux 

modèles est indispensable pour améliorer notre compréhension de cette maladie à la 

physiopathologie complexe. De plus, la révolution thérapeutique en cours dans la DA rend 

nécessaire ces modèles pour, à la fois tester leur efficacité, et comprendre leur mécanisme 

d’action. 

 

I. Modèle hétérologue de « dermatite atopique-like » réinnervé 

 

Les perspectives concernant le modèle in vitro DA-like réinnervé sont multiples. 

D’une part, de nombreuses caractéristiques du modèle n’ont pas encore été explorées. 

L’inflammation cutanée et plus particulièrement l’inflammation neurogène et des protéines de 

la barrière épidermique peuvent être développées. Au-delà de ces caractéristiques, il serait très 

intéressant de regarder la composition lipidique de notre épiderme. Les lipides, 

principalement composés de céramides, acides gras libres et cholestérol, sont modifiés dans la 

DA (Elias, 2012). Notre inflammation modifie probablement cette composition mais cela 

reste à démontrer et surtout quel est l’impact de la réinnervation sur cette composition 

lipidique. Dans le modèle de Danso et al. le TNF-α semble jouer un rôle important dans cette 

modulation de composition lipidique.   

Dans le même principe, l’analyse du microbiote cutané semble très intéressante, en se 

focalisant plus particulièrement sur le Staphyloccocus Aureus (Di Domenico et al., 2019; 

Geoghegan et al., 2018; Kim et al., 2019). Nous pouvons nous demander si le microbiote de 

nos explants en culture est modifié ? Quel est l’impact de l’inflammation ? Et surtout quel est 
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l’impact de la réinnervation sur cette composante ? Une analyse transcriptomique serait 

également un atout supplémentaire pour la caractérisation de notre explant. 

D’autre part, une modification ou une complémentation du cocktail inflammatoire semble 

possible. Par exemple, quel est l’effet de l’IL-31, cytokine importante dans la voie de 

signalisation du prurit, dans notre modèle ? Cette cytokine agit-elle directement sur les 

terminaisons nerveuses sensorielles ? L’ajout d’antagoniste comme d’anti-IL-4 pourrait-être 

étudié. 

Afin de complexifier ce modèle, la création d’une anomalie de la barrière cutanée peut-

être réalisée. Une cible préférentielle pourrait-être la filaggrine mais la création d’une atteinte 

de la barrière lipidique peut également être réalisée (Weidinger et al., 2007). L’étude de 

l’impact de la réinnervation sur un modèle avec une anomalie de la barrière épidermique 

serait intéressante. Cette anomalie initiale de la barrière épidermique engendre-t-elle une 

inflammation neurogène et une aggravation des lésions ? Ou au contraire la réinnervation 

permet-elle sa correction ? 

 Ce modèle laisse place à de multiples questions et interrogations à explorer dans les 

années à venir.  

 

II. Modèle homologue de dermatite atopique-like réinnervé 

 

La mise en évidence d’une réinnervation d’un explant humain par les neurones sensoriels 

dérivés des SKPs est la prochaine étape du projet. Dans le même temps, l’analyse du 

comportement de ces neurones sensoriels dans un environnement inflammatoire ou non 

semble passionnante. En premier temps, l’environnement inflammatoire induit-il ou non une 
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modification du nombre de fibres sensorielles ou de leur morphologie ? Dans un second 

temps, l’analyse des marqueurs d’inflammation et de la barrière épidermique de la 

réinnervation par les neurones sensoriels serait intéressante. Et dans un troisième temps, une 

attention sur la voie de signalisation du prurit de la DA avec l’ajout d’IL-31 dans le cocktail 

inflammatoire.  

Ce projet ayant été financé par la SFD en septembre 2019, il sera poursuivi.   
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Annexe 1 : Milieux, solutions et supports de culture cellulaire 
utilisés  

Milieux, solutions et supports de culture cellulaire   Références Fournisseur 

B-27® Supplement (50X), serum free 17504044 Gibco, Life Technologies, 
Villebon-sur-Yvette, Fr 

Boite de Petri 
391-2072, 
0507901, 391-
2076 

VWR International SAS, 
Fontenay-sous-Bois, Fr 

Protéine morphogénétique osseuse 4 (BMP4) SRP3016 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (hBA-238) sc-4554 SantaCruz Biotechnology, EU 

Cell scraper 83.183 VWR International SAS, 
Fontenay-sous-Bois, Fr 

CHIR99021 SML1046 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Collagenase from Clostridium histolyticum, type IV-S C1889 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Cryomatrix : Thermo Scientific™ Résine d’enrobage 
Shandon™ 6769006 Fisher Scientific, Illkirch, Fr 

Adénosine monophosphate (AMP) cyclique dibutyryl D0260 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Dimethylsulfoxyde (DMSO) D5879 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Dispase® II 17105041 Gibco by Lifetechnologies, 
Villebon-sur-Yvette, Fr 

DMEM Ham's F12 medium (DMEM-F12) 1:1 mixture 
w/15mM Hepes, L-Gln BE12-719F Lonza, Bâle, Su 

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) 4,5g/L 
Glucose w/ U1 BE12-604F/U1 Lonza, Bâle, Su 

Dulbecco's phosphate buffered saline (DPBS) 1x w/o 
Ca++ w/o Mg++ BE17-512F Lonza, Bâle, Su 

Epidermal growth factor  130-093-825 Miltenyi Biotec Inc, Auburn, 
EU 

Fibroblast growth factor 2 130-093-564 Miltenyi Biotec Inc, Auburn, 
EU 

Fibronectine 356008 Corning, New-York, EU 

fœtal bovine serum CVFSVF00-04 Eurobio, Courtaboeuf, Fr 

glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) 231-509-8 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Hydrocortisone H0135 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Insuline de pancréas bovin I6634 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 
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Laminine  L2020 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Leujemia Inhibitory Factor  130-108-156 Miltenyi Biotec Inc, Auburn, 
EU 

Keratinocyte serum-free medium (KSFM) with L-
glutamine 17005034 Gibco by Lifetechnologies, 

Villebon-sur-Yvette, Fr 
Keratinocyte-SFM Supplement: Human Recombinant 
Epidermal Growth Factor (EGF 1-53) & Bovine 
Pituitary Extract (BPE) 

37000015 Gibco by Lifetechnologies, 
Villebon-sur-Yvette, Fr 

Lamelle couvre-objet ronde de 14 mm 9.161066 Grosseron, Couëron, Fr 

N2 17502-048 Gibco by Lifetechnologies, 
Villebon-sur-Yvette, Fr 

NeuroBrew-21 without Vitamin A (NB-21-A) 130-097-263 Miltenyi Biotec Inc, Auburn, 
EU 

Nerve growth factor (NGF), NGF-ß humain N1408 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Normocin™ - Antimicrobial Reagent ant-nr-2 InvivoGen, San Diego, EU 

Plaques culture cellulaire, 6-12-24-96 puits, fond plat et 
flacons de culture cellulaire 25-75-175cm², gamme Cell+ - Sarstedt, Nümbrecht, All 

Purmorphamine (PMA) SML0868 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Poly-L-Lysine solution P4707 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

poly-L-ornithine P3655 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Neurobasal 21103-049 Gibco by Lifetechnologies, 
Villebon-sur-Yvette, Fr 

Sérum de veau fetal inactivé par la chaleur F9665 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Transwell Permeable Supports 3460 Corning Incorporated, 
Kennebunk, USA 

Trypsine-Versène (EDTA) BE17-161E Lonza, Bâle, Su 

Trizol T9424 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 

Triton X-100 T8532 Sigma-Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, Fr 
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Annexe 2 : Réactifs utilisés  

Réactifs   Référence Fournisseur 

Bovin serum albumin (BSA) A7906 Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 
Fr 

Chloroforme 22706,326 VWR International SAS, Fontenay-
sous-Bois, Fr  

CGRP EIA kit A05482 Bertin Technologies, Montigny le 
Bretonneux, FR  

Éthanol absolu ≥99.8 %, AnalaR 
NORMAPUR® ACS 20821.321 VWR International SAS, Fontenay-

sous-Bois, Fr  

Éthylènediaminetétraacétique (EDTA) EDS Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 
Fr 

High Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit 10400745 Applied Biosystems, Waltham, EU 

iMark™ microplate absorbance reader  1681135 Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Fr 

Paraformaldéhyde (PFA) P6148 Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 
Fr 

Power SYBR® Green PCR Master Mix 4368706 Applied Biosystems, Waltham, EU 

ProLong® Gold Antifade Mountant with 
DAPI P36935 Molecular Probes, Eugene, EU 

RNeasy Plus mini Kit 74104 Qiagen, Courtaboeuf, Fr 

Substance P Parameter Assay Kit KGE007 R&D systems, Minneapolis, EU 

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) 
ELISA kit (DuoSet Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) 

DY1398 
 R&D systems, Minneapolis, MN, USA 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) M2128 Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 
Fr 

ToxiLight™ non-destructive bioassay Kit »   LT07-217 Lonza, Bâle, Su 

TriReagent T9424 Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 
Fr 

Vectashield with Dapi H-1200 Vector Laboratories Inc, Burlingame, 
RU 
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Communication Orale lors de la Journée des Jeunes Chercheurs à 
Brest – 22 mai 2019 

 

Les peaux sensibles peuvent-être une neuropathie des petites fibres : 
résultats d’une étude d’analyse sensorielle quantitative cas-contrôle  

 
Introduction: Le syndrome des peaux sensibles est défini par la survenue de sensations déplaisantes en 
réponse à des stimuli qui ne devraient pas provoquer de telles sensations. A ce jour, la physiopathologie reste 
encore mal comprise. L’objectif de l’étude était de déterminer la présence ou l’absence d’atteinte sensitive 
chez les sujets avec un syndrome des peaux sensibles, principalement d’évaluer le seuil de détection cutanée 
au chaud (heat-pain threshold (HPT)). 
Méthodes: Vingt-et-un sujets avec un syndrome des peaux sensibles et 21 sujets contrôles ont été inclus dans 
cette étude cas-témoins. Une analyse sensorielle quantitative avec HPT était réalisée chez tous les sujets. La 
douleur neuropathique était évaluée par deux questionnaires : le questionnaire « Douleur Neuropathique 4 » 
(DN 4) et le « Neuropathic Pain Symptom Inventory » (NPSI). 
Résultats: Quarante-deux sujets ont été inclus. Le seuil de détection de la douleur (HPT) était significativement 
plus bas chez les cas (14,51+/-2,75) que chez les témoins (17,8+/-2,49) (p<0,001). Le seuil de détection de la 
douleur intermédiaire (HPT 0.5) était significativement diminué chez les sujets avec un syndrome des peaux 
sensibles alors que les seuils de détection au froid et à la vibration n’étaient pas différents du groupe contrôle. 
Le score DN4 était plus élevée chez les cas (4,5 +/- 1,7) que chez les témoins (0,05 +/- 0,2 (p <0,001)). Dans le 
DN4, les 4 sensations les plus décrites par les cas étaient les picotements (90,5%), les démangeaisons (76,2%), 
le frottement (66,7%) et les brûlures (66,7%). Le NPSI était également plus élevé dans les cas (34,4+/-15,1) que 
dans les témoins (0,05+/- 0,2, p<0,001).  
Conclusion: La diminution du seuil de détection de la douleur à la chaleur chez les sujets avec un syndrome des 
peaux sensibles comparée aux contrôles traduit une hyperalgésie liée à une atteinte des fibres-C non 
myélinisées. Ces résultats ainsi que l’augmentation des scores DN4 et NPSI renforcent l’hypothèse neuronale 
dans le syndrome des peaux sensibles. Les données de cette première étude d’analyse sensorielle quantitative 
réalisée sur des patients peaux sensibles sont de nouveaux arguments à prendre en compte pour considérer le 
syndrome des peaux sensibles comme une neuropathie des petites fibres et modifier notre prise en charge 
thérapeutique. 
 

 

 

Liste des co-auteurs impliqués dans le travail : A. Dion, A.Batardière, A.S.Nedelec, F.Le 
Caër, P.Bourgeois, E. Brenaut, L. Misery 

Financement : Société Française de Dermatologie  

Promoteur le cas échéant : CHRU de Brest 

 

  



257 
 

Communication orale aux Journées Dermatologiques de Paris 2018 – 
11 au 15 décembre 2018 

 

Etude in vitro de l'effet du menthoxypropanédiol sur le prurit au cours de la 
dermatite atopique : rôle du récepteur TRPM-8 

 
Introduction: La dermatite atopique (DA) est une dermatose chronique qui nécessite de nouveaux traitements. 
Le récepteur PAR-2 (« Protease-activated receptor »), exprimé par les kératinocytes, est la principale voie 
d’induction du prurit de la DA. La kallikréine-5 (KLK-5), une protéase libérée par les kératinocytes et impliquée 
dans la physiopathologie de la DA, est un agoniste peptidique naturel de ce récepteur. Le menthol et ses 
dérivés non allertranscriptomiques sont connus pour inhiber le prurit en activant des récepteurs spécifiques, et 
en particulier le TRPM8 (« Transient Receptor Potential subfamily M member-8 »).  L’objectif de cette étude 
était d’étudier in vitro les effets d’agonistes de TRPM-8, le menthol et l'un de ses dérivés, le 
menthoxypropanédiol (MPD) sur les voies de signalisation du prurit. 
Méthodes: Les effets du MPD et du menthol sur les voies du prurit ont été testés sur un modèle tri-
dimensionnel d'explants cutanés humains réinnervés par des neurones sensoriels de rat (ganglions rachidiens 
dorsaux, GRD), dans lesquels la voie PAR-2 était activée par de la KLK-5. L'expression de plusieurs protéines a 
été étudiée par immuno-histophotométrie quantitative sur l'épiderme et par Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay (EIA) sur les surnageants. L'expression de l'ARNm de plusieurs marqueurs a également été analysée par 
RT-qPCR dans les GRD. 
Résultats: Premièrement, nous avons confirmé la réinnervation dermique et épidermique (marquage au 
PGP9.5) des explants cutanés à J8 de culture. 
La KLK-5 augmentait l'expression de l’ARNm du PAR-2 et sa protéine de 85% et 28%, respectivement, ainsi que 
l’expression protéique de la TSLP (+5%) et de l’ARNm de son récepteur (+38%).  
Le MPD diminuait l'expression protéiques de PAR-2 de 14%, du TRPM-8 de 19% et du TRPA-1 de 21%, mais 
augmentait celle du TRPV-1 de 23% dans l'épiderme. Son action était plus puissante que le menthol. L’ajout de 
MPD après activation par KLK-5 entrainait une modulation du relarguage de CGRP. 
Discussion : Notre étude montre que notre modèle utilisant de la KLK-5, une protéase présente dans la peau, 
pour activer la voie PAR-2 et induire un phénotype de DA est approprié avec l'augmentation de l'expression 
protéique de PAR-2 et TSLP ainsi que l'augmentation de l'expression des ARNm de son récepteur spécifique, le 
TSLPR. Les agonistes de TRPM8 comme le menthol et le MPD, agissent sur la voie du prurit en réduisant 
l’activation de PAR-2. Le MPD semble être plus puissant que le menthol et agit par différent mécanisme. Il 
augmente l’expression de TRPV-1 et la sécrétion de CGRP alors qu’il diminue l’expression de TRPM-8 et TRPA-1. 
Conclusion Sur la base de ces résultats, il apparait que le menthol et le MPD peuvent inverser l'activation de 
PAR-2 ex vivo, suggérant que le MPD pourrait être un agent thérapeutique intéressant dans le traitement du 
prurit aigu chez les patients atteint de DA. 
 
Auteurs: Flavien Huet; Adeline Bataille; Jérémy Chéret, Gitta Neufang ; Susanne De Kleijn; Denis Roggenkamp ; 
Nicolas Lebonvallet, Laurent Misery, Christelle Le Gall-Ianotto.  
Affiliation: Laboratoire Interactions Epithéliums-Neurones (LIEN, EA4685), Université de Bretagne Occidentale, 
Brest, France 
Beiersdorf AG, Hambourg 
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Communication écrite à l’ESDR du 18 au 21 septembre 2019 à 
Bordeaux 

 
Sensitive skin can be small fiber neuropathy : results from a case-control 

quantitative sensory testing study 
 

Introduction: Sensitive skin syndrome (SSS) is defined as the occurrence of unpleasant sensations (itch, pain, 

burnings, prickling…) in response to stimuli that should not normally cause such sensations. Previous studies 

show that SSS could be a small-fiber neuropathy but quantitative sensory testing (QST) is lacking. 

Objective: Using QST, the aim of the study was to determine the presence or absence of tactile sensitivity 

disorder, mainly heat-pain threshold (HPT 0.5), in subjects with SSS. 

Neuropathic pain was assessed by two questionnaires: the DN4 and the Neuropathic Pain Symptom Inventory 

(NPSI). 

Materials and Methods: This monocentric case-control study included 21 subjects with SSS and 21 controls. 

The subjects underwent quantitative sensory testing. Neuropathic pain was assessed by two questionnaires: 

the DN4 and the Neuropathic Pain Symptom Inventory (NPSI). 

Results: Forty-two subjects were included in the study. The HPT 0.5 was significantly lower in the cases (14.5+/-

2.8) than in the controls (17.8+/-2.5) (p<0.001). Intermediate pain (HPT 5.0) was also significantly decreased in 

SSS. The DN4 and NPSI scores were significantly higher in the cases compared to the controls. 

Conclusion: The decrease in HPT in subjects with SSS compared to controls suggests the presence of 

hyperalgesia, probably due to the damage of C-fibers. These findings, as well as the increased DN4 and NPSI 

scores, strengthen the neuronal hypothesis of SSS and are new arguments for consideration of SSS as small 

fiber neuropathy. 
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Communication orale au Congrès Annuel de Recherche 
Dermatologique – Novembre 2020 

 

CO5 - Modèle 3D réinnervé de dermatite atopique like 
 
F. Huet*, A. Bataille, N. Lebonvallet, L. Misery, C. Le Gall-Ianotto  

 

Introduction : La dermatite atopique (DA) est une dermatose inflammatoire chronique dont le prurit est le 
symptôme majeur. Les terminaisons nerveuses cutanées médient le prurit ainsi que l’inflammation neurogène 
cutanée (INC). Actuellement, aucun modèle ne prend en compte cette INC. Un modèle 3D in vitro de DA 
réinnervé permettrait de mieux comprendre la physiopathologie de la DA et de son prurit et tester les 
thérapeutiques à venir. 

Matériel et méthodes : Des explants de peau humaine ont été réinnervés avec des cellules issues de ganglions 
rachidiens dorsaux de rat (GRDs), puis traités ou non avec un cocktail pro-inflammatoire (CI) comprenant 
interleukines 4 et 13, acide polyinosinique-polycytidylique et TNF-α. L’INC (mesurée par la libération de 
neuropeptides) et les protéines de la différenciation épidermiques (filagrine, loricrine, cytokératine 10) étaient 
analysées à la fois par immuno-histochimie, biologie moléculaire et ELISA sur le surnageant. 

Résultats : La réinnervaton était effective à J5 (n=5, p<0.001) mais aucune modification du nombre de fibres 
nerveuses n’était observée après l’ajout du CI.  L’ajout du CI sur les explants induisait des caractéristiques de 
DA. En l’absence d’innervation, l’expression protéique de la filaggrine et la loricrine était diminuée, alors que 
celle de la kératine 10 étaient augmentée lors de l’ajout du CI (p<0.05). Sur le plan de l’inflammation, 
l’expression protéique de la TSLP n’était pas augmentée, mais l’ajout de CI entrainait une libération de 
substance P. La réinnervation des explants (sans inflammation) n’entrainait pas de modification de l’expression 
de la filaggrine ou de la cytokératine 10. L’expression de loricrine était augmentée dans le modèle réinnervé. 
L’inflammation et l’altération la barrière épidermique sous CI, semblait diminuer en présence de GRDs. La 
libération de SP n’était pas augmentéz lorsque les explants cutanés étaient réinnervés. En revanche, aucune 
activation des neurones (libération de neuropeptide) n’était observée. 

Discussion : Dans notre modèle mimant une peau atteinte de DA réinnervé, la réinnervation était effective 
mais n'entraîne pas d'INC. Dans la DA, l’innervation engendre l’inflammation neurogène qui entraîne un cercle 
vicieux inflammatoire avec une altération des protéines de la différenciation et une augmentation de 
l’inflammation cutanée. Cependant, celui-ci ne semble pas être activé dans notre modèle. Le CI entraine une 
stimulation des kératinocytes avec la libération de substance P qui après réinnervation n’était plus présente. 
L’innervation semble avoir un rôle protecteur vis-à-vis de l’inflammation dans notre modèle. Cette absence 
d'INC est due à une absence de stimulation des fibres nerveuses (de rats) par la TSLP-humaine dû à une 
absence d’homologie de séquence entre récepteur humain et de rat. Pour s'affranchir du biais hétérologue du 
modèle, un modèle 100% humain avec des neurones-sensoriels dérivés de cellules-souches est en cours 
d’optimisation afin de permettre l’activation de la boucle d’inflammation neurogène présent dans la DA. 
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Titre : Mise en place d’un modèle in vitro 3D de dermatite atopique-like réinnervé 

Mots clés :  dermatite atopique, inflammation neurogène, modèle, neurone, prurit, SKP 

Résumé : La dermatite atopique (DA) est une 
maladie cutanée inflammatoire fréquente.  Le prurit 
est présent chez presque tous les patients et a un 
impact négatif sur la qualité de vie des personnes 
touchées et de leur famille. Bien que plusieurs 
modèles tridimensionnels in vitro imitant la DA soient 
publiés, aucun ne prend en compte l'inflammation 
neurogène et le prurit. L'objectif était de développer 
un modèle humain d’explant cutané réinnervé dans 
le contexte inflammatoire Th2 de la DA. Les explants 
de peau humaine étaient réinnervés par des 
neurones sensoriels primaires dérivés du ganglion 
de la racine dorsale (DRG) de rats.  Le modèle était 
traité ou non avec un cocktail inflammatoire 
(interleukine-4/-13, facteur de nécrose tumorale-α et 
acide polyinosinique - polycytidylique). Dans un 
deuxième temps, les neurones sensoriels dérivés 
des SKPs étaient analysés afin d'évaluer leurs 
capacités à remplacer les neurones issus des DRG.  
Les explants étaient réinnervés après 5 jours de co-
culture. 

L'inflammation reproduisait les caractéristiques de 
la DA au niveau de l’explant cutané. Mais après 
réinnervation, les marqueurs d'inflammation 
n'étaient pas augmentés. En ce qui concerne la 
barrière épidermique, l'expression de la filaggrine 
n'était pas diminuée dans le contexte inflammatoire 
après la réinnervation. Les fibres nerveuses 
protègeaient les kératinocytes et empêchaient 
l'inflammation et les anomalies de la barrière 
épidermique. L'absence d'inflammation neurogène 
secondaire à l'ajout du cocktail inflammatoire 
semble être due à la nature hétérologue du modèle. 
Pour surmonter ce biais, nous avons caractérisé les 
neurones sensoriels dérivés des SKP. Ces SKP 
présentent les différents marqueurs de la voie de 
signalisation du prurit de la DA et sont capables de 
sécréter des neuropeptides. La prochaine étape 
consiste à confirmer leur capacité à réinventer un 
explant de peau puis d’ajouter le cocktail 
inflammatoire et évaluer la présence ou non d’une 
inflammation neurogène. 

 

Title :  Set-up of model in vitro of human atopic dermatitis-like reinnervated 
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Abstract :  Atopic dermatitis (AD) is a frequent 
inflammatory skin disease.  Pruritus is present in 
almost all patients and has a negative impact on the 
quality of life of affected individuals and their families. 
Although several three-dimensional in vitro models 
mimicking AD have been published, no one 
considered neurogenic inflammation and pruritus 
pathways. Objective was to develop a re-innervated 
human skin explant in Th2 inflammatory context of 
AD to improve our knowledge on impact of 
reinnervation in this context. 
Human skin explants were reinnervated by primary 

sensory neurons derived of dorsal root ganglion 
(DRG) of rats. Thus, model was treated or not with 
an inflammatory cocktail (interleukin-4, interleukin-13, 
tumour necrosis factor-α and polyinosinic–
polycytidylic acid). In the second step, sensory 
neurons derived to SKPs were analyzed to evaluate 
their capacities to replace DRG. 

Human skin explant is reinnervated after 5 days of 
culture with DRG. Inflammation leads to create 
hallmarks of AD in skin explant. But after 
reinnervation, markers of inflammation were not 
increased. Regarding epidermal barrier, filaggrin 
expression was not decreased in inflammatory 
context after re-innervation. Nerve fibers protect 
keratinocyte and prevent inflammation and 
disruption of epidermis barrier. The absence of 
neurogenic inflammation secondary to the addition 
of the inflammatory cocktail seems to be due to the 
heterologous nature of the model. To overcome this 
bias, we have characterized the sensory neurons 
derived from SKPs. These SKPs present the 
different markers of the AD pruritus signalling 
pathway and are capable of secreting 
neuropeptides. The next step will be to confirm their 
ability to reinnervate a skin explant. 

 


