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RESUMÉ 
 

Les eaux thermales sulfurées, riches en sulfure d’hydrogène (H2S), sont utilisées de manière 

ancestrale dans le traitement de pathologies dermatologiques inflammatoires (psoriasis, dermatite 

atopique, ulcère). L’H2S est donc potentiellement un agent actif dont les propriétés pourraient être 

exploitées au plan thérapeutique. Cependant, les effets moléculaires et cellulaires exercés par l’H2S sur 

les cellules de la peau ne sont pas tous répertoriés que ce soit en condition physiologique ou lors de 

pathologies cutanés.  

 

Dans ce contexte, nos objectifs étaient en parallèle i) de déterminer des voies d’action de l’H2S sur les 

kératinocytes primaires humains en utilisant des outils de biologie systémique puis une approche ciblée 

sur des processus clés liés aux processus inflammatoires cutanées et ii) d'observer l'impact de l’H2S sur 

la cicatrisation d’une plaie dans un modèle de brûlure du 2ème degré sur explant de peau humaine.  

 

Ainsi nous avons pu établir que l’H2S exerçait un ensemble complexe d'effets biologiques sur les 

kératinocytes : i) effet antiprolifératif, ii) effet antioxydant (stimulation de la production SOD2), iii) 

effet pro-inflammatoire (stimulation de l'expression de caspase-1, stimulation de la production de pro-

IL-1β, d'IL-8, de CXCL2, et d'IL-18). En parallèle, nous avons mis en place un modèle ex vivo de brûlure 

du 2ème degré sur peau humaine. Les objectifs de ce modèle étaient les suivants : i) proposer une 

alternative aux modèles animaux sujets à critiques pour des raisons éthiques, ii) mettre en place un 

nouveau modèle de brûlure réalisé à partir d'explant de peau humaine iii) vérifier et étendre les résultats 

obtenus sur cultures pures de kératinocytes humains. Afin de mimer au mieux les conditions 

physiologiques, les explants de peau ont été cultivés à l’interface air/liquide et mis sous tension 

mécanique. Un modèle de brûlure sur explant a ensuite été caractérisé afin de vérifier son intérêt dans 

les tests de traitement. Ce modèle permet d’observer les premières étapes de la cicatrisation : la 

fermeture de la plaie, la prolifération des kératinocytes conduisant à la réépithélialisation, le remodelage 

tissulaire. Ce modèle nous a permis de tester l’application de l’H2S, intégré dans un hydrogel de 

poloxamères, sur la cicatrisation de la brûlure. Le traitement à l’H2S a induit principalement deux effets : 

i) une inhibition de la réépithélialisation et ii) un retard de la production de procollagène III, molécule 

participant au remodelage tissulaire du derme. Ainsi, nous avons pu vérifier dans un modèle de brûlure 

ex vivo l’impact antiprolifératif de l’H2S observé in vitro. Ce retard de la fermeture de la lésion semble 

dû à une inhibition de la prolifération des kératinocytes.  

 

Mots clés : peau, kératinocytes, brûlure, culture ex vivo, H2S, inflammation, cicatrisation 
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ABSTRACT 

 
 
 Sulfur-rich thermal waters have been used for centuries in the treatment of inflammatory 

dermatological pathologies (psoriasis, atopic dermatitis, ulcer). H2S is therefore an interesting 

therapeutic target. However, the molecular and cellular effects exerted by H2S on skin cells are not all 

known whether in physiological conditions or during skin pathologies.   

In this context, our objectives were in parallel: i) to determine the pathways of action of H2S on human 

primary keratinocytes using systemic biology tools followed by a targeted approach on key processes 

linked to cutaneous inflammation and ii) to evaluate the impact of H2S on wound healing in a 2nd degree 

burn model on human skin explants.   

We were thus able to establish that H2S exerts a complex set of biological effects on keratinocytes: i) 

antiproliferative effects, ii) antioxidant effects (stimulation of SOD2 production), iii) pro-inflammatory 

effects (stimulation of expression caspase-1, stimulation of production of pro-IL-1β, IL-8, CXCL2, and 

IL-18). In parallel, we set up an ex vivo model of 2nd degree burn on human skin explants. The objectives 

of this model were as follows: i) to propose an alternative to animal models which are subjected to 

criticisms for ethical reasons, ii) to set up a new burn model performed on human skin explants, iii) to 

verify and extend the results obtained on pure cultures of human keratinocytes. In order to best mimic 

physiological conditions, skin explants were cultured at the air/liquid interface and submitted to a 

mechanical tension. Our model of burn on skin explants was then characterized in order to verify its 

interest for the evaluation of new treatments. This model makes it possible to observe the first stages of 

healing: wound closure, proliferation of keratinocytes leading to reepithelialization, tissue remodeling. 

This model allowed us to test the application of H2S, integrated in a hydrogel of poloxamers, on burn 

healing. The H2S treatment produced two main effects: i) an inhibition of re-epithelialization and ii) a 

delay in the production of procollagen III, a molecule involved in dermal tissue remodeling. Thus, we 

were able to confirm ex vivo the antiproliferative impact of H2S, observed in vitro. The delay observed 

in the lesion closure appears to be due to an inhibition of the proliferation of keratinocytes. 

Key words: skin, keratinocytes, burn, ex vivo culture, H2S, inflammation, wound healing 
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La peau est un organe essentiel à la protection de l’organisme. La peau est un site 

d’interactions important où vont dialoguer différents types cellulaires afin de maintenir 

l’homéostasie de la peau en situation physiologique ou dans un contexte de « danger ». Une 

dérégulation de ses interactions peut conduire aux développements de pathologies 

inflammatoires dermatologiques telles que le psoriasis, la dermatite atopique, l’ulcère… Ces 

pathologies affectent un grand nombre de personnes. En France on note environ 1 million 

d’adultes touchés par le psoriasis (Parisi et al., 2020) et il est estimé que 4,5% de la population 

française, plus généralement les enfants et les adolescents, souffre ou a souffert de dermatite 

atopique (Richard et al., 2018). En ce qui concerne les brûlures, à l'échelle mondiale le nombre 

de brûlés est de 300 000 - par an, avec hospitalisations annuelles de 8 000 patients (Siah et al., 

2012). La formation de cicatrices impacte grandement la qualité de vie des patients. Le 

développement de traitements efficaces est donc nécessaire.  

 

Les eaux thermales riches en sulfure sont utilisées de manière ancestrale dans le traitement de 

pathologies dermatologiques inflammatoires. Il avait déjà été remarqué à l’époque de la Grèce 

antique un lien entre l’amélioration de maladies de peaux et des bains riches en sulfure, en 

particulier pour des pathologies telles que le psoriasis, la dermatite atopique, l’acné, l’eczéma 

et également dans la réparation de plaies chroniques (Gianfaldoni et al., 2017; Huang et al., 

2018). En France, les cures thermales sont prescrites pour le traitement d’un nombre important 

de pathologies. En effet, la France est le 3ème pays en Europe en ce qui concerne la fréquentation 

des établissements thermaux avec 600 000 curistes en 2019. Toutefois, la dermatologie ne 

représente en moyenne que 2,5% des indications de cures thermales (Starace, 2017) 

(www.medecinethermale.fr). Il est néanmoins important de comprendre les mécanismes 

d'action des eaux thermales sulfurées et d'explorer les effets exercés par son principal agent 

actif, l’H2S sur les cellules de la peau. 

 

L'H2S est, après le monoxyde d’azote (NO) et le monoxyde de carbone (CO), le 3ème membre 

identifié de la famille des gazotransmetteurs. Par rapport aux deux gazotransmetteurs plus 

anciennement identifiés, l’intérêt pour l’H2S est relativement récent, justifié principalement par 

les bienfaits des eaux thermales sulfurées mais également par son appartenance même à la 

famille que le NO, molécule exerçant une multitude de rôles physiologiques et qui a été 

impliqué dans la physiopathologie d'un grand nombre de maladies humaines. Les effets 

cliniques induits par les eaux thermales sulfurées suggèrent un rôle thérapeutique de l’H2S. 
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Comprendre les voies d’action de l’H2S permettrait de déterminer son intérêt thérapeutique 

dans le traitement de pathologies inflammatoires cutanées.  

 

Notre étude s’est principalement portée sur l’impact de l’H2S sur les kératinocytes fortement 

impliqués dans les différentes pathologies dermatologiques de par leur rôle majeur dans la 

protection et le maintien de l’homéostasie de la peau mais également dans les interactions 

immunitaires.  

 

Deux approches ont été mises en place afin d’évaluer l’impact de l’H2S sur les cellules de la 

peau : i) approche in vitro utilisant des kératinocytes primaires humains, ii) approche ex vivo 

basée sur un modèle de brûlure sur explant de peau humaine. 

 

Lors de la première approche, l’étude s’est faite principalement sur des feuillets épidermiques, 

utilisés pour le traitement des grands brûlés. Le feuillet épidermique est constitué de plusieurs 

couches de kératinocytes, reproduisant les couches basales et suprabasales observables in vivo. 

L’évaluation de l’impact de l’H2S s’est faite à deux niveaux : i) globale, via une analyse 

pangénomique et protéomique, ii) ciblée avec une analyse de la viabilité, de la prolifération et 

de l’inflammation. 

Dans une deuxième approche de l’étude, les effets de l'H2S ont été étudiés dans un modèle ex 

vivo que nous avons mis en place de brûlure du 2ème degré sur explants de peau humaine. Ce 

modèle a été caractérisé et validé avant de tester l’impact de l’H2S sur la cicatrisation d'une 

plaie par brûlure. L’évaluation de l’impact de l’H2S s’est centrée sur 2 axes : la fermeture de la 

plaie et le remodelage tissulaire.  

 

Afin de faciliter la lecture des travaux, l’introduction bibliographique sera divisée en trois 

chapitres aux thèmes spécifiques :  

• Présentation générale de la peau  

• La brûlure et ses méthodes d’étude 

• Le sulfure d’hydrogène (H2S) ; un gazotransmetteur aux multiples effets biologiques 

 

La partie expérimentale et les résultats seront ensuite présentés sous forme d’articles. Enfin, la 

discussion générale synthétise les résultats et les confrontent aux données de la littérature pour 

dégager l’apport de notre travail dans le contexte des connaissances actuelles. 
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Chapitre 1 : Présentation de la peau  

 

 
Figure 1. Schéma de la structure générale de la peau. Traduit d’après Terese Winslow. Copyright 
(2008) 

 

1. Structure histologique de la peau  

 

La peau est l’organe le plus volumineux du corps humain et recouvrant entièrement la 

surface externe du corps. La peau est composée de 3 couches : l’épiderme en surface, puis le 

derme et l’hypoderme. La peau contient également des annexes cutanées (phanères et glandes), 

des fibres nerveuses, des vaisseaux sanguins et lymphatiques (Figure 1). 

 

La peau va assurer essentiellement 3 fonctions : i) des fonctions de barrière contre des agents 

pathogènes, rayons UV, produits chimiques, blessures mécanique, ii) la participation à 

l’homéostasie corporelle via la régulation de la température et de la perte hydrique, iii) des 

fonctions sensorielles (Blanpain and Fuchs, 2006; Yousef et al., 2020). 
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La peau, bien que conservant une structure homogène dans tous l’organisme, présente des 

variations d'épaisseur des différentes couches, et quant à la quantité et la qualité des poils et de 

leurs annexes (Yousef et al., 2020).  

 

Nous allons présenter la structure histologique générale de la peau avant de détailler les cellules 

et les principales protéines matricielles qui la composent. 

 

Figure 2. Coloration H&E d’une coupe de peau. À gauche, localisation du derme papillaire et du 
derme réticulaire (barre d’échelle : 100 µm). À droite, grossissement de la zone délimitée sur l’interface 
épiderme/derme avec délimitation de la JDE (jaune) (barre d’échelle : 20 µm). 

 

1.1 L’épiderme  

 
L’épiderme constitue la couche la plus superficielle de la peau, et en contact direct avec 

l’extérieur. L’épiderme est un épithélium pavimenteux stratifié, formé majoritairement par les 

kératinocytes (90%). Les kératinocytes au cours de leur différenciation migrent et forment les 

différentes couches de l’épiderme.   

 

Du plus profond au plus superficiel se trouvent : i) le stratum basale (= couche basale), ii) le 

stratum spinosum (= couche épineuse), iii) le stratum granulosum (= couche granuleuse) et iv) 

le stratum corneum (= couche cornée) (Figure 3, schéma simplifié des couches et Figure 4, 

schéma détaillé avec les différentes populations de cellules de l’épiderme). Les différentes 

couches restent les mêmes dans l’ensemble du revêtement cutané excepté au niveau des paumes 

des mains et des plantes des pieds où se développe une couche supplémentaire, le stratum 

lucidum que l’on ne développera pas par la suite (Yousef et al., 2020).  
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Figure 3. Les différentes couches de l’épiderme. A gauche, coloration H&E d’une coupe de peau 
saine (barre d’échelle : 20 µm). A droite, schéma des différentes couches de l’épiderme. Adaptée de 
(Proksch et al., 2009) 

 

i) La couche basale 

Il est question ici de la couche la plus profonde, ancrée au derme par la membrane basale grâce 

aux hémidesmosomes. Cette couche est constituée de kératinocytes indifférenciés de forme 

cubique reliés entre eux par des desmosomes. Dans cette couche, des cellules souches 

épidermiques vont proliférer afin d’assurer le renouvellement de l’épiderme. On y trouve les 

corps cellulaires de mélanocytes (5% de la population totale de la couche basale). 

 

ii) La couche épineuse  

La couche épineuse contient 8 à 10 couches de cellules de forme polygonale reliées entre elles 

par des desmosomes, eux-mêmes reliés aux tonofilaments du cytosquelette (filaments 

intermédiaires de kératine 1 et 10). C’est également dans la couche épineuse que se situent les 

cellules de Langerhans, cellules immunitaires appartenant à la famille des cellules dendritiques.  

 

iii) La couche granuleuse  

La couche granuleuse est composée de 3 à 5 couches de cellules en forme de diamant, contenant 

des granules de kératohyaline et des granules lamellaires. Les grains de kératohyaline 

contiennent des précurseurs de kératine qui, au fur et à mesure de la différenciation cellulaire, 
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finissent par s’agréger pour former des faisceaux. Les granules lamellaires contiennent des 

glycolipides qui vont être sécrétés à la surface des cellules formant alors un ciment maintenant 

les cellules entre elles.  

 

iv) La couche cornée  

La couche cornée est la couche la plus superficielle et contient entre 20 et 30 couches de cellules 

appelées cornéocytes. Il s'agit de l'état de différenciation terminale des kératinocytes. Les 

cornéocytes sont des cellules anucléées, reliées par des desmosomes nommés 

cornéodesmosomes et dont le volume cytoplasmique est essentiellement occupé par des 

molécules de kératine  (Simpson et al., 2011). Cette couche est la première protection de 

l’épiderme, c’est la première zone de contact avec l’environnement extérieur. 

 

Le renouvellement de l’épiderme est constant et nous verrons plus loin que le maintien de 

l’homéostasie de l’épiderme par les cellules souches épidermiques s'effectue via un processus 

de renouvellement qui dure en moyenne 30 jours.  

 

On trouve dans l’épiderme de nombreuses terminaisons nerveuses et une absence de système 

lymphatique et de vaisseaux sanguins, l’apport en nutriments se faisant par imbibition en 

provenance du derme (Braverman, 2000).  
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Figure 4. Schéma détaillé de l’épiderme avec l’ensemble des populations cellulaires. Traduit de 
(Gonzales and Fuchs, 2017) 

1.2 Derme 

 
Le derme est situé sous l’épiderme, compartimenté par la membrane basale ou jonction 

dermo-épidermique. Le derme est un tissu conjonctif composé de 2 couches : le derme 

papillaire et le derme réticulaire (Yousef et al., 2020) Les cellules sont non jointives et 

entourées d'une matrice extracellulaire très développée (Figure 2). Les fibroblastes sont les 

cellules majoritaires du derme et les principales cellules synthétisant les protéines de la matrice 

extracellulaire (Brown and Krishnamurthy, 2020). Celle-ci est principalement composée de 

fibres de collagènes, de tissu élastique et de liquide interstitiel (eau, sels minéraux et 

glycoprotéines). On observe également dans le derme de nombreux vaisseaux sanguins ou 

lymphatiques, des terminaisons nerveuses ainsi que des annexes cutanées (follicules pileux et 

des glandes) (Brown and Krishnamurthy, 2020) (Figure 1).  

 

Le derme joue un rôle majeur dans le maintien des propriétés mécaniques de la peau. La 

structure du derme, notamment les papilles dermiques et également les fibres de collagènes et 

élastiques, confèrent au derme et à la peau son élasticité et sa résistance (Langton et al., 2017).  

 

1.3 Hypoderme 

 
L’hypoderme est un tissu conjonctif situé sous le derme, richement vascularisé et innervé. 

L’hypoderme est principalement composé d’adipocytes organisés en lobules maintenus par un 

tissu conjonctif. Ce réservoir énergétique a un rôle essentiel dans la thermorégulation ainsi que 

dans la protection des structures sous-jacentes (Abdallah et al., 2017).  

 

L’hypoderme ne sera pas plus développé, n’étant pas intégré dans mon travail de thèse.  

 

2. Les cellules & les annexes cutanées 

 

v Les cellules de l’épiderme et du derme   

 

L’ensemble des cellules résidentes sont détaillés ci-dessous, Tableau 1, ainsi qu’en Figure 5. 

Leur localisation dans la peau est indiquée Figure 6.  
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Tableau 1. Cellules résidentes de la peau. 

Cellules  Rôles Références  

Épiderme 

Kératinocytes Cellules majoritaires de l’épiderme ; forment l’épithélium kératinisé constituant l'épiderme (Yousef et al., 2020) 

Mélanocytes Cellules Photo-protectrices : spécialisées dans la synthèse de mélanine, pigment naturel de la 

peau  

(Wulf et al., 2004) 

Cellules de 

Langherans 

Cellules dendritiques de l’épiderme (2-4% de l’épiderme). 

Étendent leurs ramifications entre les kératinocytes  

Cellules présentatrices d’antigènes pouvant migrer jusqu’aux ganglions pour présenter l’Ag 

aux LT naïfs.  

(Strid et al., 2009; Tay et 

al., 2014) 

Cellules de Merkel Rôle mécanorécepteur et transmission informations aux terminaisons nerveuses (Yousef et al., 2020) 

Lymphocytes T 
mémoires 

Lymphocytes mémoires, résidants dans une zone précédemment infectée, spécifiques d’un virus (Heath and Carbone, 2013) 

Derme 

Fibroblastes  Synthétisent et sécrètent la majorité des composants la matrice du derme et participent à son 

renouvellement en synthétisant les MMP, enzymes de dégradation ainsi que leurs inhibiteurs 

(Rippa et al., 2019) 
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Cellules 

dendritiques du 

derme 

Cellules phagocytaires. Population très hétérogène. 

Cellules présentatrices d’antigènes (CPA) : migrent jusqu’aux ganglions lymphatiques pour 

présenter l’antigène aux LT naïfs  

Participe à la génération d’une immunité adaptative contre les pathogènes et à la tolérance aux 

auto-antigènes. 

(Tay et al., 2014)  

 

Macrophages Population hétérogène de phagocytes mononuclés.  

Population clé agissant comme sentinelle lors d’une invasion de pathogène ou lors d’un 

dommage 

Population de cellules hématopoïétique la plus importante en condition physiologique : rôle 

dans le maintien de l’intégrité et des fonctions de la peau. 

Peuvent produire une grande variété de cytokines et chémokines.  

(Tay et al., 2014)  

 

Mastocytes Localisés principalement à proximité des vaisseaux sanguins du derme 

Participent à la défense contre les pathogènes, pendant la cicatrisation cutanée ; rôle pro et anti-

inflammatoire. 

Implication dans les allergies : possèdent un récepteur spécifique au IgE dont l'activation est 

responsable du phénomène de dégranulation des mastocytes. 

(Tay et al., 2014)  

 

Lymphocytes T 

mémoires 

Lymphocytes T mémoires résidents, antigène-spécifiques pouvant notamment reconnaître des 

antigènes dérivant d'agent infectieux. 

Permet une réponse immunitaire rapide lors d’une 2ème infection. 

(Heath and Carbone, 2013) 

Cellules 

endothéliales  

Forment les systèmes vasculaires sanguins et lymphatiques  (Braverman, 2000; Skobe 

and Detmar, 2000) 



Introduction Bibliographique 

Chapitre 1 : Présentation de la peau 

 26 

 

 

Figure 5. Cellules résidentes de la peau. Adaptée et traduit de (Richmond and Harris, 2014) 

 

 
 
Figure 6. Répartition des cellules de la peau. Modifiée et traduite de (Ho and Kupper, 2019) 
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v Les annexes cutanées 
 

On trouve dans la peau différentes annexes cutanées : les follicules pileux, les glandes 

sudoripares, les glandes sébacées (Figure 7) qui participent notamment à la thermorégulation 

(sécrétion de la sueur) et à la sécrétion de sébum.  

 

 

Figure 7. Schéma des annexes cutanées : follicule pileux, glande sébacée, glandes 

sudoripares (apocrine ou eccrine) (Twarog, 2017). 

 

v Fibres nerveuses  
 

La peau est également innervée par différents types de fibres nerveuses : sensorielles et 

autonomes. Les fibres nerveuses autonomes sont principalement situées dans le derme au 

niveau des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des glandes et des follicules pileux. Elles vont 

pouvoir moduler leur activité après la réception de stimulus. Les fibres sensorielles innervent 

toutes les couches de la peau et ont pour fonction générale de transmettre à l’aide de récepteurs 

spécifiques des informations telles que la pression mécanique (via des mécanorécepteurs), la 
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douleur (via des nocicepteurs), la température (via des thermorécepteurs) (Laverdet et al., 

2015). 

 

3. La matrice extracellulaire  

 

La matrice extracellulaire, ensemble protéique/moléculaire entourant les cellules du derme, 

occupe une place importante dans le maintien de la structure et de l’intégrité de la peau. Elle 

participe également aux échanges avec les cellules.  

 

Nous allons décrire brièvement : i) la JDE, une zone spécifique de la matrice extracellulaire 

permettant l’ancrage de l’épiderme au derme, ii) les protéines du derme.  

 

3.1 JDE/ membrane basale 
 

 

Figure 8. Représentation simplifiée de la structure de la JDE. Adaptée de (Yancey, 2005) 
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La jonction dermo-épidermique (JDE) est une membrane basale localisée à l’interface 

entre l’épiderme et le derme. Il s’agit d’une matrice extracellulaire hautement spécialisée, 

principalement sécrétée par les kératinocytes de la couche basale mais également par les 

fibroblastes du derme papillaire. Cette zone peut être divisée en différentes régions : i) les 

hémidesmosomes reliant la membrane plasmique des cellules de la couche basale de l’épiderme 

aux structures sous-jacentes, ii) la lamina lucida, traversée par des laminines qui relient les 

cellules au derme, iii) la lamina densa, constituée de laminines, collagène IV et protéoglycanes, 

et iv) la zone fibrillaire, qui contient des filaments d’ancrage de collagène de type VII 

(Breitkreutz et al., 2009) (Figure 8). 

 

La membrane basale va permettre l’ancrage de la couche basale, et plus globalement de 

l’épiderme dans le derme. Les hémidesmosomes permettent de rattacher les filaments de 

kératines présents dans les kératinocytes à intégrine ⍺6β4, une protéine kératinocytaire 

transmembranaire (dans la zone lumina lucida). Cet ensemble interagit avec la laminine 3.3.2 

(dans la lamina lucida) (Breitkreutz et al., 2013). Les fibrilles d’ancrage, comme le collagène 

VII, s’étendent de la lamina densa jusqu’au derme papillaire, permettant ainsi de rattacher la 

membrane basale aux fibres de collagène du derme. Ainsi, le collagène de type VII joue un 

rôle essentiel dans la stabilisation de la fixation de la zone membranaire cutanéo-basale au 

derme sous-jacent (Xue and Jackson, 2015). Comme mentionné plus haut, le rôle principal de 

la JDE est l’ancrage de l’épiderme. Mais elle va également contrôler les échanges moléculaires 

entre le derme et l’épiderme et déterminer la polarité des cellules de la couche basale. En effet, 

l’adhérence cellulaire induite par les intégrines contrôle la transcription de nombreux gènes 

impliqués dans la croissance et la différenciation des kératinocytes (O’Toole, 2001). 

Par ailleurs la JDE exerce des fonctions essentielles dans les processus de cicatrisation cutanée 

en servant de support pour la migration des kératinocytes lors de la fermeture de la plaie (Iorio 

et al., 2015).  

 

3.2 Protéines du derme 
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Figure 9. Composants de la matrice extracellulaire du derme. Présence de fibres de collagènes 
déterminant la rigidité mécanique de la peau, et de fibres élastiques conditionnant les propriétés 

élastiques de la peau. Les protéoglycanes et les glycoprotéines créent un espace interstitiel hydraté 

osmotiquement actif. Les protéines matricielles ne contribuent pas à la structure mécanique de l'ECM 

mais agissent plutôt comme des molécules de signalisation paracrine. Traduit de  (Tracy et al., 2016) 

 
Le derme est un tissu conjonctif, donc majoritairement composé d’une matrice 

extracellulaire. Les collagènes sont la principale composante, représentant 90% de la MEC. Ils 

vont former un réseau entremêlé à des fibres élastiques et entouré d'un liquide interstitiel formé 

de protéoglycanes, glycoprotéines, d’eau et d’acide hyaluronique (Figure 9). Le réseau de 

protéines fibreuses sert de soutien architectural tridimensionnel. 

 

La MEC diffère entre le derme papillaire et le derme réticulaire. En effet, dans le derme 

papillaire, les fibres de collagènes sont minces et peu organisées, alors qu’elles sont très 

épaisses et très finement organisées dans le derme réticulaire (Tracy et al., 2016).  

 

Sur les 29 collagènes découverts, 14 sont détectées dans la peau (Sherman et al., 2015). On 

retrouve principalement du collagène de type I (60-80%) et du collagène de type III (15-25%) 

(Bode; Brown and Krishnamurthy, 2020; O’Toole, 2001; Watt and Fujiwara, 2011; Xue and 

Jackson, 2015). Ces collagènes forment des fibres qui vont exercer un rôle majeur dans la 

résistance cutanée aux tensions (O’Toole, 2001), ainsi que le maintien de la structure du derme 

et, de manière générale, de l’intégrité de la peau (Xue and Jackson, 2015). De manière 
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simplifiée : un gène codant pour le procollagène va être transcrit. Des modifications post 

traductionnelles et une sécrétion extracellulaire du procollagène conduisent ensuite à la 

formation de fibres de collagène (Figure 10) (Gelse et al., 2003). 

 

 

 

Figure 10. Le processus d'assemblage de la fibre de collagène. Traduit de (Xue and 

Jackson, 2015) 

 

Lors de la formation de collagène III, les modifications post-traductionnelles du procollagène 

III entraînent la libération de différents peptides, notamment le peptide PIIINP (Figure 11). 

Ce peptide étant présent lors de la sécrétion du procollagène III puis détruit après le clivage, un 

immunomarquage de du peptide PIINP permet alors d’observer la synthèse de collagène III.   
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Figure 11. Métabolisme des fibrilles de collagène de type III. (Bode) 

 

Les protéines dans le derme sont nombreuses (Figure 9). Les collagènes non fibrillaires vont 

permettre par exemple aider à l’organisation des autres fibres de collagènes. (Tracy et al., 2016). 

Des protéines matricielles sont également présentes dans la MEC, il s’agit d’un groupe 

récemment décrit de protéines locales sécrétées interagissant dans la signalisation autocrine ou 

paracrine de la matrice cellulaire tout en ne contribuant pas de manière significative à la 

structure mécanique de la MEC (Figure 9).  

 

Les kératinocytes ont également un rôle important dans le renouvellement de la MEC en 

participant à sa dégradation par l’expression et la sécrétion de métalloprotéinases matricielles 

(MMP) en réponse à des signaux (cytokines, facteurs de croissance, hormones). Les 

kératinocytes peuvent synthétiser la MMP-A, MMP-2 et MMP-9 (Abdallah et al., 2017; 

O’Toole, 2001). Lors de la cicatrisation cutanée, il est nécessaire de dégrader les tissus 

endommagés, les kératinocytes peuvent alors participer à cette dégradation. De plus lors de la 

réparation cutanée, les kératinocytes du front de migration, en bordure de plaie sont la source 

prédominante de collagénase interstitielle. Seules quelques molécules de la matrice sont clivées 

par la collagénase et dans le cadre de la cicatrisation, il s'agit probablement de collagènes natifs 

de type I et III  (O’Toole, 2001).  

 

4. Les kératinocytes : cellules au centre des interactions peau/ système 

immunitaire 
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Comme avons pu le voir précédemment avec la présentation des différentes couches de 

l’épiderme, les kératinocytes sont les cellules structurelles et majoritaires de l’épiderme. Il est 

estimé que les kératinocytes représentent en effet 90% des cellules de l’épiderme  (Abdallah et 

al., 2017). Nous envisagerons d'abord les mécanismes cellulaires régissant le renouvellement 

des kératinocytes à partir des cellules souches de la couche basale et passerons en revue les 

principales caractéristiques de cette catégorie de cellules souches. Les fonctions immunes des 

kératinocytes seront ensuite détaillées. 

 

4.1 Différenciation dans le lignage kératinocytaire 
 

La différenciation des kératinocytes débute au stade de cellules souches épidermiques au 

niveau de la couche basale et s'achève au stade de cornéocyte au niveau de la couche la plus 

superficielle de l'épiderme. Les différentes couches de l’épiderme décrites plus haut 

correspondent ainsi à différentes phases de différenciation au sein du lignage kératinocytaire 

(Figure 12). La peau se renouvelle durant le processus de différenciation des kératinocytes, 

processus qui dure en moyenne 30 jours :  

 

i) Dans la majorité des cas, des divisions cellulaires asymétriques se produisent dans la 

couche basale (voir détail ci-dessous), l'une des deux cellules filles va migrer vers la 

couche supérieure alors que l'autre cellule fille reconstitue le pool de cellules souches 

ii) Les cellules migrent dans la couche épineuse et commencent à synthétiser des molécules 

de kératohyaline.  

iii) Les cellules migrent ensuite dans la couche granuleuse, elles s’aplatissent, adoptent une 

forme dite « en diamant » et présentent une accumulation cytoplasmique de grains de 

kératohyaline.  

iv)  Au dernier stade de différenciation correspondant à l'état de cornéocyte, les 

kératinocytes deviennent anucléés s’aplatissent au fur et à mesure de leur migration vers 

la couche la plus superficielle et perdent leurs organelles. Leur cytoplasme renferme des 

structures fibrillaires composées de molécules de kératine et de kératohyaline. Une 

coque protéique, appelée enveloppe cornée, prend la place de la membrane plasmique. 

Cette enveloppe sert de support aux lipides extracellulaires qui forment le ciment (ou 

cément selon les auteurs) intercornéocytaire (Simpson et al., 2011). Les cornéocytes qui 

ne sont pas en contact direct avec l'interface peau/air, sont reliée par de nombreux 

desmosomes nommés cornéodesmosomes. Les protéines et lipides de la couche cornée 
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sont sensibles aux modifications biochimiques induites par l'environnement. On peut 

considérer que les cornéocytes sont "actifs" (en tous cas réactifs) malgré la perte de leur 

noyau et organelles (Quaresma, 2019; Yousef et al., 2020). De plus, de par leur fonction 

de barrière, ils participent aux défenses immunitaires (Quaresma, 2019; Yousef et al., 

2020).   

v) Les cornéocytes atteignant la surface épidermique vont être éliminées par protéolyse 

enzymatique des desmosomes : c'est le processus de desquamation (Yousef et al., 2020). 

Des frictions mécaniques permettent alors le décollement et l'élimination des cellules. 

Certains auteurs désignent sous le terme de "couche desquamante" la couche cellulaire 

la plus superficielle de l'épiderme. 

 

 

Figure 12. Formation de la couche lipidique à l’interface stratum 
granulosum/stratum corneum : extrusion du contenu des corps lamellaires à 

l’interface entre couche granulaire et couche cornée. Traduit de (Proksch et al., 2008). 
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Le processus de différenciation s’effectue constamment afin de maintenir une barrière efficace, 

d’où l’importance des cellules souches (CS) épidermiques qui vont avoir un rôle essentiel dans 

l’homéostasie de la peau mais également suite à une blessure lors de la cicatrisation.  

 

4.2 Cellules souches épidermiques 
 

Pour rappel, les cellules souches sont des cellules possédant une durée de vie longue, sont 

capables d’auto-renouvèlement et peuvent se différencier en cellules matures, spécialisées. Les 

CS sont généralement maintenues dans un état quiescent et leur entrée en cycle cellulaire est 

étroitement contrôlée du fait de leur fort potentiel mitotique. Elles résistent également à 

l’apoptose. 

 

Les CS épidermiques présentent l'ensemble des caractéristiques communes à l'ensemble de 

cellules souches, et se différencient exclusivement en kératinocytes in vivo. Elles sont dites 

unipotentes. Leur potentiel de différenciation in vitro est toutefois plus large puisqu'elles 

peuvent générer des cellules glandulaires de glandes mammaires, de glandes lacrymales, 

sébacées ou salivaires. 

 

Les CS qui entrent en cycle cellulaire suivent un processus de division qui peut être symétrique 

ou asymétrique (Figure 13). Il est maintenant admis que la division s’effectue le plus souvent 

de manière asymétrique (84%). Une des cellules filles est identique à la cellule mère et va rester 

localisée dans la niche des cellules souches épidermiques (c'est-à-dire en contact avec la JDE) 

alors que l’autre cellule fille va migrer dans la couche supérieure. Cette cellule, appelée cellule 

d’amplification transitoire ("transit amplifying cell" en anglais) ou cellule progénitrice, va se 

diviser plusieurs fois avant de commencer à maturer. La cellule progénitrice issue de la CS, va 

se diviser de manière symétrique et former ainsi un groupe de cellules identiques (Clayton et 

al., 2007; Watt and Fujiwara, 2011).  
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Figure 13. Divisons de la cellule souche épidermique : asymétrique ou symétrique. La division 
asymétrique (84%) reproduit une cellules souche et produit une cellule d’amplification transitoire. La 

division symétrique produit deux cellules identiques, soit deux cellules souches (8%) soit deux cellules 

d’amplification transitoire (8%).  

 

On observe des CS épidermiques au niveau du renflement des follicules pileux, mais également 

à proximité des glandes sébacées et dans l’épiderme interfolliculaire, au niveau de la couche 

basale de l’épiderme, où elles sont réparties le long de la jonction épidermique (Watt and 

Fujiwara, 2011) (Figure 14). Les CS du renflement des follicules pileux servent de réservoir 

pour les cellules souches épidermiques (Blanpain and Fuchs, 2006).  
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Figure 14. Localisation des cellules souches épidermiques. Niches : le bulge du 
follicule pileux, l’épiderme inter folliculaire, enfin la glande sébacée. SCK : Cellules 

souches épidermiques ; EIF : épiderme interfolliculaire;  MB : membrane basale ; FP : 

follicule pileux; GS : glande sébacée; PD : papille dermique ; MPA : muscle pilo 

arrecteur - les différentes (Watt and Fujiwara, 2011) 

 
 

 

Figure 15. Répartition des cellules souches épidermiques interfolliculaires au niveau 

de la couche basale avec des cellules d’amplification transitoire (Dahl, 2012). 

 

Nous allons nous intéresser plus particulièrement aux CS interfolliculaires, situées dans la 

couche basale et qui ont un rôle direct et plus important dans le renouvellement de la peau. Elles 

constituent environ 4 à 10 % des cellules basales de l'épiderme (Figure 15). La cellule 

amplificatrice transitoire issue de CS épidermique perd son adhérence à la membrane basale. 

Une colonne cellulaire va alors se former avec la montée des cellules d'amplification et de leur 

progénie dans les couches supérieures (Figure 16). On retrouve dans ces colonnes les différentes 

composantes cellulaires des couches épidermiques. Le maintien de l’homéostasie de la peau 

dépend alors de la division asymétrique des CS qui va permettre de fournir les kératinocytes 

permettant le renouvellement de la peau (Dahl, 2012). En revanche en condition de blessure 

cutanée une augmentation du nombre de CS est obtenue par augmentation des divisions 

symétriques. 
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Figure 16. De la division asymétrique d’une cellule souche épidermique à la formation d’une 
cornéocyte. La division asymétrique conduit à la formation d’une cellule souche et d’une cellule 

d’amplification transitoire. La cellule d’amplification transitoire va se différencier en progressant dans 

les couches de l’épiderme pour devenir un kératinocyte granuleux, un kératinocyte granuleux puis en 

cornéocyte. Adaptée de (Piccerelle) 

 

Le maintien de l’état souche des CS est essentiellement due à des facteurs extrinsèques liés au 

microenvironnement des CS. Ce sont les signaux délivrés au niveau de la niche des CS qui vont 

déterminer le maintien en quiescence ou l'entré en cycle cellulaires des CS. Des modification 

moléculaires ou structurelles de la composition de cette niche peuvent ralentir ou accélérer la 

prolifération et la différenciation des CS. 

 

Les CS épidermiques n’expriment pas des marqueurs spécifiques et il est difficile de 

différencier les CS des autres cellules de la couche basale. De même qu’il est impossible de 

distinguer formellement au plan morphologique et phénotypique les cellules d’amplification 

transitoire des CS. Cependant lorsqu’elles sont mises en culture, les CS vont former de larges 

colonies arrondies aux contours bien délimités et formées de cellules de petite taille. Ces 

colonies correspondent à une prolifération clonale de CS et sont nommées holoclones. Les 

cellules d’amplification transitoire forment rarement des clones de plus de 40 cellules ; ces 

colonies, nommée méroclones, ont une taille plus faible que les holoclones et un périmètre 
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irrégulier. Des colonies de petite taille nommées paraclones sont formées essentiellement de 

cellules aplaties non proliférantes (Barrandon and Green, 1987) (Figure 17). À partir d'une 

préparation cellulaire inhomogène, il est ainsi possible de mettre en évidence et de quantifier 

les CS in vitro. Dans ce test, on compte le nombre de clones [Colony Forming Unit (CFU)] et 

le pourcentage de cellules formant des clones [Colony Forming Efficiency (CFE)] après 

ensemencement d’une suspension de kératinocytes à faible densité (10 à 20 cellules/cm2) 

(Barrandon and Green, 1987). Seuls les holoclones et méroclones sont comptés. 

 

 

Figure 17. Aspect macroscopique et classification des colonies de kératinocytes après coloration à 
la rhodamine. La CS épidermique (rouge) va se diviser et donner des grandes colonies d’aspect régulier, 

les holoclones. Les cellules d’amplification transitoire (en vert) vont donner des colonies intermédiaires 

(méroclones). Les cellules différenciées (jaune) vont donner des paraclones, des petites colonies 

irrégulières. Modifiée de (Rochat and Barrandon, 2009). 

 

In vivo, il est également possible d’identifier les kératinocytes mitotiquement actifs (CS en 

division ou cellules d’amplifications transitoires) en réalisant un immunomarquage de Ki67 

sur des coupes de peau humaine (Figure 18). Ki67 est un antigène présent sur une protéine 

exprimée pendant la prolifération et localisée au niveau des chromosomes lors de la mitose 

(Cuylen et al., 2016). Dans la peau humaine, les cellules amplificatrices transitoires de 

l'épiderme ne peuvent se diviser qu'environ cinq fois (Dahl, 2012).  
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Figure 18. Identification des cellules en prolifération dans la peau humaine saine. 

Immunomarquage du marqueur de prolifération Ki67. 

 

4.3 Fonctions structurelles et immunitaires des kératinocytes  
 

4.3.1 Rôle de barrière immunitaire  
 

L’immunité définit la capacité des organismes multicellulaires à maintenir leur composition 

macromoléculaire en éliminant les molécules étrangères. Ainsi, pour construire un système de 

défense immunologique pour l'organisme, l'existence d'une barrière appropriée suffisamment 

efficace pour restreindre la pénétration et/ou identifier l'invasion d'un agent pathogène est 

essentielle. À ce titre, la peau est un organe de revêtement qui peut être considéré comme 

exerçant des fonctions de barrière immunitaire au même titre par exemple que les muqueuses. 

C’est l’épiderme qui constitue ainsi la première ligne de défense contre des agents pathogènes 

présents dans l'environnement extérieur. Il a pu être comparé à un mur protecteur où les briques 

sont les kératinocytes et le ciment les jonctions serrées (Tsepkolenko et al., 2019). Au sein de 

l'épiderme, c'est la couche cornée qui exerce les fonctions de barrière les plus importantes. Les 

cornéocytes, forment une couche de cellules jointives, reliées par des cornéodesmosomes et 

intégrées dans une matrice extracellulaire enrichie en lipides dont certain présentent des 

propriétés antibactériennes (Proksch et al., 2008)(Quaresma, 2019). C'est cette richesse en 

lipides antibactériens de même que le pH acide de la couche cornée qui contribuent à lui 

conférer des fonctions spécifiques de barrière immunitaire. Mais il est également important de 

souligner le rôle des cellules souches épidermiques qui vont permettre le maintien de 

l’homéostasie de l’épiderme assurant par conséquent l’intégrité de la barrière en condition 

physiologique mais également lors de la réparation des tissus (Tsepkolenko et al., 2019).  
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4.3.2 Immunocompétences des kératinocytes 
 

Comme mentionné plus haut, des cellules de l’immunité innée et de l’immunité 

adaptative sont présentes dans la peau à l'état physiologique, en particulier dans l’épiderme et 

le derme. L'immunité de la peau est également conditionnée par la présence de cellules non 

immunes mais qui présentent néanmoins un certain niveau d'immunocompétence.  

Un nombre croissant de travaux ont ainsi mis en évidence l'immunocompétence des 

kératinocytes notamment en ce qui concerne les réponses immunitaires innées (Tsepkolenko 

et al., 2019). L'essentiel de ces compétences immunes sont décrites ci-dessous ; 

 

Reconnaissance des signaux danger  

Les kératinocytes sont considérés comme de véritables  sentinelles immunitaires (Abdallah et 

al., 2017). Les kératinocytes sont capables de reconnaître les agents pathogènes par des 

récepteurs spécifiques comme les récepteurs de type Toll (TLR pour « Toll-like receptors »). 

Ils vont reconnaître des PAMPs (« Pathogen Associated Molecular Patterns », motif 

moléculaire exprimés par les pathogènes) exprimés par des microorganismes et/ou les DAMPs 

("Damage-Associated Molecular Patterns", motifs moléculaire associés à la survenue de lésions 

tissulaires) relargués par les cellules cutanées lésées. Les kératinocytes expriment ainsi une 

grande variété de TLR : TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR9 et TLR10 de manière 

constitutive ou inductible (Lebre et al., 2007; Pivarcsi et al., 2003). L'activation des TLR 

kératinocytaires par les PAMPs et/ou les DAMPS est cruciale pour le déclenchement des 

réponses immunitaires dermiques (Quaresma, 2019).  

 

Expression de cytokines/chémokines et autres molécules de l’inflammation 

Les kératinocytes expriment un large éventail de molécules impliquées dans les réponses 

immune innées, notamment : des cytokines (IL-1, TNF-α, IL-6, IL-7, G-CSF, GM-CSF, TGF-

β, IL-12, IL-15, IL-16, IL-18 et IL-20) et des chémokines (IL-8, CXCL2, IP-10), de facteurs 

de croissance (IL-6, GM-CSF et TGF-α), d’AMP (β-defensins, cathelicidines, membres de la 

famille S100 et sébum) (Abdallah et al., 2017; Feliciani et al., 1996; Heath and Carbone, 2013; 

Kanda et al., 2011; Kunz et al., 2006; Quaresma, 2019; Tsepkolenko et al., 2019). Les AMP, 

peptides antimicrobiens font partie d'un mécanisme de défense hautement conservé des cellules 

eucaryotes ; ils vont être exprimés après invasion d’un agent pathogène lorsque l’épithélium est 

lésé  (Quaresma, 2019).  
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 On peut voir Figure 19, l’étendue du spectre d’expression de protéines à activité immunitaire 

par les kératinocytes (Tsepkolenko et al., 2019).  

 

 
 
Figure 19. Représentation de diverses cytokines, chémokines et molécules inflammatoires 

sécrétées par les kératinocytes après une lésion. (Tsepkolenko et al., 2019)  

 

Nous ne détaillerons pas les nombreux récepteurs aux cytokines/chémokines exprimés 

par les kératinocytes. 

 

Inflammasome  

Les kératinocytes expriment les composants moléculaires de l'inflammasome (Li et al., 2020). 

L’inflammasome est un complexe protéique de l’immunité innée, pouvant être activé suite à la 

réception d’un signal danger. Ce complexe protéique est constitué d’une protéine NLR (« NOD-

like receptor family), d’une protéine d’adaptation ASC (« apoptosis-associated speck-like 

protein containing a CARD domain ») qui permet de faire le lien avec une pro-caspase.  

 

Il existe 22 types de NLR et 12 caspases exprimés par l’être humain : des caspases 

inflammatoires (caspase-1, 4 et 5) et des caspases apoptotiques (caspase-2, 3, 6, 7, 8, 9 et 10). 
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La caspase-1 est la principale caspase inflammatoire, elle va permettre de générer des cytokines 

pro-inflammatoires telles que l'IL-1β et l'IL-18.  

L’activation de l’inflammasome par un signal de danger entraîne le clivage de la procaspase-1 

ce qui libère alors la caspase-1 active. L'activation de la caspase-1 entraîne le clivage de la pro-

interleukine-1β (pro-IL-1β) et de la pro-IL-18. L’IL-1β et l’IL-18 matures pourront alors être 

sécrétés et entraînant ainsi une augmentation du signal inflammatoire (Figure 20) (Quaresma, 

2019; Tsepkolenko et al., 2019). 

 

 

Figure 20. Structure de l’inflammasome NLRP3. L’inflammasome NLRP3 est constitué de 

3 composants majeurs : la protéines NLRP3, la protéine d’adaptation ASC et la protéine 

effectrice procaspase-1. Un signal de danger active l’inflammasome qui entraîne le clivage de 

de procaspase-1 en caspase-1, active. La caspase-1 activée va à son tour cliver les cytokines pro-

inflammatoires proIL-1β et proIL-18 en IL-1β et IL-18. Adaptée de (Tourkochristou et al., 2019) 

 

4.4 Kératinocytes et stress oxydant 
 

La peau est exposée à de nombreux stress oxydatifs environnementaux : agents 

polluants, fumée, rayons UV. Le recrutement et l'activation de macrophages, notamment lors 

d'infections cutanées par des microorganismes (bactéries, virus…) s'accompagne de 

l'accumulation locales de fortes concentrations de dérivés oxygénés (ROS pour "reactive 

oxygen species"). De la même façon une brûlure cutanée provoque une augmentation des ROS 
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(Trenam et al., 1992). Ces molécules sont des radicaux libres, molécules très réactives, 

présentant un électron non apparié. La balance oxydo-réductrice est très importante pour 

maintenir à des niveaux physiologiques la quantité de ROS. Une quantité excessive de ROS 

peut en effet altérer définitivement les protéines, les lipides et/ou l’ADN des cellules. En 

particulier, l’oxydation des lipides par les ROS peut endommager les structures cellulaires et 

provoquer une mort cellulaire prématurée (Kandola et al., 2015; Schäfer and Werner, 2011). 

Quel que soit le tissu considéré, un stress oxydant prolongé peut aboutir à terme à un 

vieillissement cellulaire précoce, à des réactions inflammatoires ou encore à l’apparition de 

cancers. 

 

Dans le cas de la peau, une quantité excessive de ROS a été associé à de nombreuses pathologies 

inflammatoires cutanées. Par exemple le taux de malondialdéhyde (MDA), produit lipidique 

issu d’une réaction induite par les ROS, est plus élevé dans les ulcères chroniques que dans les 

plaies aiguës (Xu et al., 2017). Les kératinocytes expriment des enzymes de détoxification, 

comme les superoxydes dismutases, SOD ; la catalase (CAT) et la peroxydase du glutathion 

(GSH-peroxidase), permettant de transformer les ROS en espèces moins toxiques (Xie et al., 

2016b). Les kératinocytes expriment également des molécules antioxydantes comme le 

glutathion, l’acide urique, l’acide ascorbique (vit C) et l’⍺-tocophérol (vit E). Ces molécules de 

défense contre le stress antioxydant sont exprimés en plus grande quantité dans les 

kératinocytes suprabasaux (Schäfer and Werner, 2011). On peut également noter que dans la 

couche cornée, on détecte une grande quantité de la protéine SPRR (small proline-rich protein), 

ayant des propriétés antioxydantes (Vermeij and Backendorf, 2014).  

 

En s’intéressant un peu plus aux SOD, on note qu’il existe trois formes de superoxyde 

dismutase : superoxyde dismutase de cuivre-zinc (CuZnSOD) (dans le cytosol), superoxyde 

dismutase de manganèse (MnSOD) ou SOD2 (dans la mitochondrie) et la superoxyde 

dismutase extracellualire (EC-SOD) (dans la matrice extracellualire). Le mécanisme d’action 

de SOD pour transformer les ROS est de catalyser la dismutation de deux ions O2
-. en peroxyde 

d’hydrogène à pH neutre :  
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Certaines voies de signalisation conduisent à la stimulation les mécanismes antioxydants de la 

cellule. Une voie bien connue est celle du facteur nucléaire erythroid-2-related factor 2 

(Nrf2) associé à la protéine Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) qui régule 

l’expression de la plupart des antioxydants endogènes (Kandola et al., 2015). Nrf2 est un facteur 

de transcription de la famille des Cap’n’Collar qui entraîne la transcription de gènes 

antioxydants, et protège ainsi la cellule du stress oxydant. Parmi les gènes induit par Nrf2, on 

retrouve notamment SOD2 (Dong et al., 2008; Glory and Averill-Bates, 2016) mais également 

NQO1 (Glory and Averill-Bates, 2016; Yuan et al., 2017). En condition physiologique, Nrf2 

est associé à Keap1 et Cul3-Rbx1. Le complexe Cul3-Rbx1, est un complexe régulateur qui 

entraîne l’ubiquitination de Keap1 qui va alors être dégradé. Nrf2 est ainsi constamment 

dégradé en situation physiologique (Figure 21). En condition de stress oxydatif, Nrf2 va se 

dissocier de Keap1, va être transloqué dans le noyau et entraîner la transcription de gènes codant 

des enzymes antioxydantes (Kandola et al., 2015; Kaspar and Jaiswal, 2010; Li et al., 2019; 

Yuan et al., 2017). L’existence d’une boucle de régulation de Nrf2 a été démontrée. En effet, 

Nrf2 entraîne également la transcription de Cul3 et Rbx1. Donc Nrf2 régule l’expression de 

Cul3-Rbx1 en contrôlant la régulation de leur expression et l’induction de Cul3-Rbx1 contrôle 

Nrf2 en augmentant sa dégradation (Figure 21) (Kaspar and Jaiswal, 2010). 

 

La détoxification des ROS par les kératinocytes est régie par les mécanismes généraux décrits 

ci-dessus. Comme nous avons pu le voir, ces mécanismes sont essentiels au maintien de 

l’homéostasie cutanée mais également pour la protection contre des ROS produits suite à une 

exposition à des agents toxiques ou lors de processus de défense contre des pathogènes. 
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Figure 21. Activation de la transcription d’enzymes antioxydantes par Nrf2 et boucle de 

régulation. Activation de la transcription d’enzymes antioxydantes par Nrf2 et boucle de régulation. En 

condition normale, Cul3 entraîne l’ubiquitination de Nrf2 ce qui conduit à une dégradation constante de 

Nrf2. Suite à un signal (ex : ROS), Nrf2 est dissocié de son complexe Keap1-Cul3. Il va alors être 
transloqué dans le noyau où il active la transcription de gènes d’antioxydants. Il active notamment la 

transcription de cul3 qui va permettre de réguler le signal en dégradant Nrf2. 

 
4.5 Rôle central du kératinocyte dans les interactions entre les différents types 

cellulaires/ différentes structures 
 

4.5.1 Interaction kératinocytes-cellules immunitaires  
 

Les kératinocytes expriment les glycoprotéines du CMH de classe I et peuvent 

également exprimer celles du CMH de classe II. Ainsi, les kératinocytes peuvent présenter les 

antigènes aux cellules immunitaires (Quaresma, 2019). De plus, comme mentionné plus haut, 

les kératinocytes peuvent à la fois recruter les cellules immunitaires au niveau de sites cutanés 

inflammatoires (par exemple la sécrétion kératinocytaire d’IL-8 induit le recrutement de 

neutrophiles) mais aussi activer ces cellules (par exemple l’IL-1β synthétisées par les 
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kératinocytes participe à l'activation des lymphocytes T et des cellules dendritiques)   

(Quaresma, 2019).  

 

Évidemment, le dialogue se fait dans les deux sens. Les kératinocytes exprimant de nombreux 

récepteurs de cytokines et leur activité peut être modulée par les cellules immunitaires. Nous 

reviendrons plus tard sur certains de ces échanges mais pour donner un exemple lors de la 

cicatrisation, les cytokines vont pouvoir stimuler la prolifération des kératinocytes afin de 

refermer la plaie. Les kératinocytes ont également un rôle important dans le maintien des 

lymphocytes T mémoires en leur apportant en situation physiologique des cytokines nécessaires 

à leur survie (IL-7, IL-15, TGF-β) (Klicznik et al., 2018). 

 

4.5.2 Interaction kératinocytes-neurones 
 

De récents travaux montrent que les kératinocytes ont la capacité d’initier la nociception, 

selon un mécanisme similaire à celui qui permet l'activation de fibres nerveuses nociceptives, 

en réponse à divers stimuli, grâce à la présence de récepteur spécifiques TRP (Talagas and 

Misery, 2019). La participation des kératinocytes à la fonction de nociception est rendue 

possible par la sécrétion de neurotransmetteurs synthétisés par les kératinocytes activés et 

captés par les terminaisons nerveuses localisées à proximité (Słoniecka et al., 2015).  

 

5. Exemples de pathologies dermatologiques kératinocytaires  

 

Les kératinocytes ayant un rôle central de médiateur cellulaire et moléculaire au sein de la 

peau, il est logique de les voir impliqués dans de nombreuses pathologies cutanées : le psoriasis, 

la dermatite atopique, l’acné, les ulcères…. Nous aborderons 2 exemples de pathologies 

kératinocytaires : la dermatite atopique et le psoriasis. 

 

La dermatite atopique 

La dermatite atopique, plus communément appelé eczéma, est caractérisée par une 

inflammation cutanée, une altération de la barrière cutanée et un prurit chronique (Furue et al., 

2019). La maladie est déclenchée par un allergène qui va activer les kératinocytes. Les 

kératinocytes vont alors recruter les cellules immunitaires. Les cellules de Langerhans et les 

cellules dendritiques du derme vont présenter un antigène allergène aux lymphocytes T 



Introduction Bibliographique 

Chapitre 1 : Présentation de la peau 

 48 

conduisant à une production de cytokines qui à leur tour vont entretenir l’activation des 

kératinocytes (Figure 22).  

 

Figure 22. Interaction kératinocytes-lymphocytes T dans la mise en place et le maintien de la 

dermatite atopique. (a) Les kératinocytes vont recruter les lymphocytes T par la production de 

chémokines. (b) Les kératinocytes vont ensuite stimuler les lymphocytes T par la sécrétion de cytokines. 
(c) Les lymphocyte T activés vont stimuler à leur tour les kératinocytes via des cytokines. Traduit de 

(Werfel, 2009) 

  

Cette stimulation inflammatoire chronique, sous l'effet de l'allergène et de la réponse T, conduit 

une différenciation anormale des kératinocytes se traduisant par un épaississement de 

l’épiderme avec une présence de noyaux dans les cornéocytes et  d’un infiltrat inflammatoire 

dans le derme (Avena-Woods, 2017). Une boucle d’amplification du signal se met alors en 

place et entraînant le maintien de la pathologie.  

 

Il est par ailleurs intéressant de noter que la présence d’une mutation fonctionnelle de la 

filaggrine, protéine kératinocytaire participant à la matrice intracornéocytaire, conduit à une 

anomalie de la fonction barrière qui augmente d'un facteur 3 les risques de développer la 

maladie. 

 

Le psoriasis 

Le psoriasis est caractérisé par une hyperplasie épidermique, une parakératose et une infiltration 

leucocytaire du derme et de l’épiderme. Des facteurs environnementaux et génétiques 

augmentent les risques de développer cette pathologie (Danilenko, 2016).  

On retrouve comme pour la dermatite atopique, une boucle inflammatoire qui va se mettre en 

place : i) un signal non encore clairement identifié va déclencher une réponse inflammatoire  au 

niveau des kératinocytes, ii) les cellules de l’immunité innée sont recrutées et activées 

(notamment les CD), iii) les lymphocytes T sont recrutés à leur tour, activent les cellules de la 
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peau, notamment les kératinocytes, entrainant ainsi une boucle inflammatoire (Albanesi et al., 

2018).  

Le signal et les molécules impliquées diffèrent de la dermatite atopique et conduisent dans le 

cas du psoriasis (importance de l’IL-17/IL-23 et IL-22) à une hyperprolifération des 

kératinocytes. Il a également été observé une altération de l’expression de certaines kératines, 

comme la kératine 16 (surexpression étant un marqueur de prolifération) (Danilenko, 2016; 

Eberle et al., 2016). 

 

La place des kératinocytes comme "moteur ou simple exécutant" reste encore à démontrer et 

fait toujours débat. L’implication des kératinocytes reste néanmoins centrale et la prolifération 

des kératinocytes induite par des cytokines est démontrée (Ni and Lai, 2020). La possibilité de 

mécanismes autocrines est suggérée par différentes observations : i) les kératinocytes 

synthétisent des cytokines et expriment leurs récepteurs (Eberle et al., 2016), ii) les 

kératinocytes de patients atteints de psoriasis expriment de manière aberrante certaines 

cytokines (Woo et al., 2017).  

 

Ce qui est néanmoins sûr dans les 2 pathologies présentées, c’est que c’est bien l’interaction 

entre les kératinocytes et les cellules immunitaires qui va permettre le maintien de la pathologie 

en entraînant une boucle d’amplification du signal inflammatoire.  

 

Nous avons pu voir l’implication des kératinocytes dans des pathologies cutanées peut être 

multiples : altération de la différenciation, de la prolifération. Les kératinocytes sont également 

impliqués lors d’une lésion, qui entraîne une destruction d’une partie de l’épiderme. Nous allons 

dans le chapitre suivant nous intéresser à un cas particulier de plaie : la brûlure.  
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Chapitre 2 : La brûlure et ses modèles d’étude  

 

1. La brûlure : classification clinique et traitement 

 

D’après les rapports de l’OMS, 180 000 personnes meurent de brûlure par an à travers le 

monde (rapport de 2018). Il existe différents typer de brûlures : i) les brûlures thermiques – 

contact avec du liquide bouillant, du métal chaud, de la vapeur ou des flammes, ii) les brûlures 

dues aux radiations, iii) des brûlures causées par des produits chimiques et iv) les brûlures 

électriques. Chez les enfants, 70 % des brûlures sont provoquées par du liquide bouillant alors 

que chez l’adulte 50% des brûlures sont causées par des flammes (Hettiaratchy and Dziewulski, 

2004). 

 

1.1 Classification des brûlures  
 

Les brûlures sont classées en fonction de la profondeur de la lésion du plus superficiel vers 

au plus profond : 1er degré, 2ème degré, 3ème degré et 4ème degré (Figure 23 et Tableau 2) (Hall 

et al., 2017).  

 

1.1.1 Brûlure du 1er degré  
 

Le 1er degré correspond à une atteinte des couches superficielles de l’épiderme. Les cellules 

de la couche basale de l’épiderme ne sont pas atteintes. D’aspect, la lésion apparaît rouge, sans 

développement de phlyctène. Ces brûlures guérissent spontanément dans les 2-5 jours sans 

séquelle (Hall et al., 2017). La peau brûlé au 1er degré est érythémateuse (rouge) et sans 

ampoule. C’est l’exemple du coup de soleil.  

 

1.1.2 Brûlure du 2ème degré 
 

Ces brûlures sont classées en 2 sous-catégories : superficielles ou profondes. Les brûlures 

du 2ème degré superficiel s’étendent sur une partie du derme (derme papillaire), sans atteinte des 

crêtes épidermiques et des annexes cutanées (follicules pileux, glandes sudoripares). Ces 

brûlures sont caractérisées par la présence de phlyctènes dont le plancher, après excision, est 

rouge, bien vascularisé et très sensible. La cicatrisation des brûlures du 2ème degré superficiel 
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est généralement spontanée et se fait entre 7 et 14 jours. La fermeture de la plaie s’effectue par 

les cellules souches épidermiques localisées en bordure de plaies et qui sont au niveau des crêtes 

épidermiques (Jeschke et al., 2018). Ces cellules souches peuvent elles-mêmes provenir des 

follicules pileux (plus précisément de la zone du « bulge », à l’interface entre le follicule pileux 

et la glande sébacée qui lui est associé) (Jeschke et al., 2018). 

 

Les brûlures du 2ème degré profond s’étendent dans le derme (derme papillaire ainsi qu’une 

partie du derme réticulaire), sans affecter la totalité de sa structure. Les annexes sont souvent 

endommagées. (Hall et al., 2017). Ces brûlures présentent, comme celles du deuxième degré 

superficiel, des phlyctènes mais, après excision, le plancher de celles-ci apparaît blanc-rosé, 

mal vascularisé, peu sensible. La cicatrisation spontanée à partir des annexes est possible mais 

longue (2 à 4 semaines). Bien souvent, l’état général du patient ou une surinfection locale, 

entraînera une aggravation secondaire des lésions par destruction des quelques cellules 

épidermiques survivantes, ce qui ne permettra pas la cicatrisation spontanée (Jeschke et al., 

2018; Saeidinia et al., 2017). La brûlure du 2ème degré profond implique la formation d’une 

cicatrice (Jeschke et al., 2018; Saeidinia et al., 2017). 

 

1.1.3 Brûlure du 3ème degré   
 

Il s’agit de brûlures dites « de pleine profondeur » qui détruisent la totalité de l’épiderme et 

du derme et touchent souvent l’hypoderme (Hall et al., 2017). La brûlure du 3ème degré se 

présente comme une nécrose cutanée adhérente, sans phlyctène, de couleur plus ou moins 

foncée (allant du blanc au noir en passant par le marron), avec perte totale de la sensibilité. Ces 

brûlures ne peuvent pas cicatriser spontanément. La fermeture cutanée définitive ne peut alors 

être obtenue que par greffe de peau, c’est à dire par l’implantation de tissus épidermiques 

autologues (prélevés sur une zone de peau intacte) ou dérivant d’un autre sujet (greffe 

allogénique). Cette greffe ne sera possible qu’après excision de la nécrose cutanée. La 

cicatrisation de ces brûlures entraînent la formation de cicatrices et de rétractions sur une longue 

période.  

 

1.1.4 Brûlure du 4ème degré  
 

Ces brûlures s’étendent à travers la peau jusqu’au tissus sous-jacents (muscles et/ou os) 

(Hall et al., 2017). Une intervention chirurgicale est nécessaire.  
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Figure 23. Schéma des différents degrés de brûlures. (a) La brûlure du 1er degré touche en 
partie l’épiderme. La brûlure du 2ème degré superficiel atteint une partie du derme papillaire alors 

que la brûlure du 2ème degré profond va impacter également le derme réticulaire. La brûlure du 

3ème degré impact la totalité de la peau jusqu’à l’hypoderme. (b) Schéma de l’impact des différents 

degrés de brûlure sur la peau. Modifiée de (Simko et al. Understanding a Burn Injury - Model 
Systems Knowledge Translation Center).  

 

Tableau 2. Description simplifiée de l’aspect et de leur évolution en fonction de leur niveau de 

profondeur (Kolanek; Lafourcade; Lalouette).  

 

 1er degré 2ème degré 

superficiel 

2ème degré 

profond 

3ème degré 

Niveau 

d’atteinte 

Épiderme Épiderme et derme 

papillaire 

Épiderme et derme 

réticulaire 

Épiderme, la 

totalité du derme et 

parfois de 

l’hypoderme 

Aspect 

clinique 

Lésion rouge, 

érythémateuse  

Peau rouge, moite avec 

apparition de 

phlyctènes  

Phlyctènes à fond 

rouge/brun  

Peau nécrosée, sans 

phlyctène  
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Guérison  Spontanée  

2 à 5 jours 

Spontanée  

1 à 2 semaines 

Rarement spontanée  

2 à 4 semaines (en 

absence d’infection) 

Pas de guérison 

spontanée 

Formation 

d’une 

cicatrice 

Pas de cicatrices En général, pas de 

cicatrices 

Formation de 

cicatrices  

Formation de 

cicatrices 

importantes 

 

 

1.1.5 Traitement des brûlures  
 

Comme nous l’avons évoqué plus haut, les brûlures du 1er degré guérissent spontanément 

sans formation de cicatrice et ne nécessitent pas de prise en charge médicale.  

 

A partir du 2ème degré profond, sur des brûlures étendues, un recouvrement du brûlé est une 

urgence vitale, la première nécessité est de restaurer rapidement la fonction barrière de la peau. 

En effet, lorsque la brûlure est recouvre plus de 20% de la surface totale de la surface corporelle, 

on parle alors de « grand brûlés » et 5% pour les brûlures du 3ème degré (Legrand et al., 2020; 

Schaefer and Nunez Lopez, 2020). La méthode standard utilisée depuis les années 1970 est 

l’excision de la peau brûlée et une autogreffe afin de couvrir la plaie. Cette méthode, quand elle 

est possible, reste la meilleure des prises en charges (Jeschke et al., 2018).  En revanche lorsque 

la peau saine du donneur n’est pas en quantité suffisante, des allogreffes de peau ou des 

substituts cutanés cellularisés (par exemple des feuillets épidermiques, comme c’est le cas au 

centre de traitement des brûlés des HCL) et/ou acellulaire sont utilisés pour couvrir la plaie dans 

le cas des « grands brûlés ».   

 

Les brûlures de 2ème degré superficiel sont généralement traitées par applications topiques de 

pansements ou de crèmes. Il existe une grande variété de ses traitements topiques, chacun 

présentant des avantages et des inconvénients.  Il n’y a pas de traitement standard universel 

bien qu’il s’agisse en grande majorité d’agents ayant des propriétés antimicrobiennes. En effet, 

l’épiderme étant détruit il n’assure plus sa fonction barrière vis à vis des agression externes et 

notamment microbiennes, fonction vitale pour l’organisme. Une des priorités dans le traitement 

des brûlures du 2ème degré va être de prévenir le développement d’une infection  (Daryabeigi et 

al., 2010; Jeschke et al., 2018). L’application topique d’une crème contenant 1% de sulfadiazine 

d'argent (Flamazine) est actuellement la méthode la plus utilisée à travers le monde pour traiter 
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les brûlures du 2ème degré superficiel (Daryabeigi et al., 2010; Legrand et al., 2020; Saeidinia 

et al., 2017). Cette crème a plusieurs avantages : activité antibactérienne, absence d’effet 

algique, faible toxicité. En revanche, elle présente également des inconvénients : une nécrose 

toxique de l’épiderme peut survenir ainsi qu’une résistance à l’antibiothérapie, une 

pigmentation de la peau, un retard de la contraction de la plaie et/ou de la réépithélialisation 

conduisant parfois à une cicatrisation incomplète. Par ailleurs, bien que de pénétration 

généralement limitée dans la profondeur des lésions, la Flamazine peut parfois provoquer des 

réactions systémiques de type neutropénie (Daryabeigi et al., 2010; Saeidinia et al., 2017). On 

voit donc que bien qu’utilisé couramment, la crème de sulfadiazine d'argent présente de 

nombreux désavantages et qu’il est donc important de développer de nouveaux traitements qui 

permettent à la fois de prévenir l’infection, de limiter les phénomènes douloureux post-brûlure 

ainsi que d’accélérer la cicatrisation et/ou d’améliorer ses caractéristiques qualitatives 

(fonctionnalité, esthétique, douleur résiduelle) (Saeidinia et al., 2017).  

 

1.2 Mécanismes physiopathologiques de la brûlure 
 

Contrairement aux autres types de blessures, la chaleur excessive va rayonner du point 

d’impact vers l’extérieur entraînant alors une réponse locale qui par la suite peut elle-même 

provoquer une réponse systémique.  

 

1.2.1 Réponse cellulaire et tissulaire 
 

La brûlure est caractérisée par 3 zones, telles que décrites par Jackson en 1947 (Figure 

24) (Hettiaratchy and Dziewulski, 2004).  
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Figure 24. Les trois zones de la brûlures : zone de stase, zone de coagulation et zone 

d’hyperémie. Selon les cas (terrain génétique de l’individu, délai et qualité de la prise en charge 
thérapeutique) la zone de coagulation diminue préservant les zones alentours ou au contraire, la 

zone de coagulation s’étend. Traduit de (Hettiaratchy and Dziewulski, 2004).  

 

- Zone de coagulation : il s’agit de la zone centrale, où le tissu est le plus endommagé. 

Dans cette zone, la perte tissulaire est irréversible du fait de la coagulation des protéines 

de la matrice extracellulaire (les protéines à une température supérieure à 41°C sont 

dénaturées, puis dégradées et coagulées), de la lyse cellulaire par nécrose et de l’absence 

d’apport sanguin lié à la destruction des vaisseaux. 

- Zone de stase : il s’agit du tissu cutané localisé en bordure immédiate de la zone de 

coagulation. On y observe une diminution de la circulation et l’hypoxie prolongée qui 

en résulte, sans traitement approprié, peut entrainer une nécrose tissulaire. Les tissus de 

la zone de stase peuvent être l’objet d’un processus de régénération qui sera stimulé et 

accompagné par des soins adéquats. 

- Zone d’hyperémie : il s’agit de la zone la plus externe ou l’hyperémie résulte d’une 

vasodilatation intense. Une restitution ad integrum de cette zone est généralement 

observée (Walker and King, 2020).  
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1.2.2 Réponse systémique  
 

 

Figure 25. Schéma des altérations systémiques potentiellement induite par une brûlure 

grave et étendue. Traduit de (Hettiaratchy and Dziewulski, 2004). 

 

Dans les cas de brûlures graves et étendues, couvrant plus de 30% de la surface totale du corps, 

la libération de cytokines et médiateurs inflammatoires induit des effets systémique qui vont 

impacter à distance presque tous les organes (muscles, reins, poumons, foie, systèmes 

cardiovasculaire, appareil gastro-intestinale, système nerveux périphérique) (Figure 

25)  (Nielson et al., 2017; Walker and King, 2020). Chez ces patients, on peut par exemple 

observer des troubles respiratoires liés à un excès de bronchoconstriction et pouvant conduire 

à un syndrome de détresse respiratoire. Il est très fréquent que la libération de médiateurs 

inflammatoires entraîne une augmentation générale de la perméabilité capillaire conduisant à 

une perte de protéines et de fluides intravasculaires dans le compartiment interstitiel 

(=extravasation).  

 

Une telle extravasation massive, associée à la perte de liquide au niveau des lésions cutanées 

peuvent être responsables d’une hypotension systémique, d’un œdème pulmonaire, et d’un 

défaut de vascularisation terminale des organes (Hettiaratchy and Dziewulski, 2004; Walker 
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and King, 2020). De fait, toute lésion étendue de la peau, entraîne une perte des fonctions 

essentiels de cet organe, notamment la fonction barrière, la thermorégulation et la régulation 

des fluides (Walker and King, 2020).  

 

Paradoxalement, le relargage de cytokines lors de la phase aigüe des brûlures graves et 

étendues s’accompagne d’un phénomène de sidération des fonctions immunes qui peut être 

observé au plan cellulaire et humoral (Hettiaratchy and Dziewulski, 2004). Cette 

immunosuppression réactionnelle pourrait être dû aux niveaux extrêmement élevés de  ROS et 

RNS générés sur le site de la brûlure (Parihar et al., 2008; Roshangar et al., 2019; Sahib et al., 

2009, 2010). Il a été proposé que les ROS et RNS pouvaient être impliqués dans un processus 

de dérégulation du système immunitaire se traduisant par une immunosuppression du système 

immunitaire adaptatif (lymphocytes T et B) et une activation du système immunitaire inné. Par 

ailleurs, les ROS et les RNS pourraient favoriser l’infection et la nécrose tissulaire au niveau 

de la brûlure. Les antioxydants ont à ce titre été proposées pour le traitement des brûlures (Sahib 

et al., 2010). 

 

1.3 Étapes de la réparation post-brûlure  
 

La cicatrisation d’une brûlure comme pour les autres types de plaies comporte 4 phases : 

l’hémostase, la phase inflammatoire, la phase proliférative et la phase de maturation ou 

remodelage. Ces étapes font intervenir de nombreux types cellulaires et sont finement régulées 

(Figures 26 et 27). La différence de la cicatrisation d’une brûlure par rapport à d’autres 

processus cicatriciels cutanés va être notamment la durée des phases (Hall et al., 2017; Rowan 

et al., 2015). 

 

 

Figure 26. Chronologie des phases de la cicatrisation. (d : jour ; wk :semaine ; yr, an). Adaptée 

de (Pence and Woods, 2014) 
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Figure 27. Schéma des différentes phases de la cicatrisation cutanée. Traduit de (Xue and 

Jackson, 2015) 

 

 

1.3.1 Hémostase 
 

La phase d’hémostase est la première réponse de l’organisme après la blessure. Cette phase 

permet l’arrêt de l’hémorragie et la formation d’un tissu intravasculaire provisoire, le clou 

plaquettaire, qui favorisera le recrutement de cellules immunes vers le tissu lésé (Eming et al., 

2014). Cette phase est constituée de 3 étapes principales : la vasoconstriction, la formation d’un 

clou plaquettaire et la génération d’un caillot sanguin. La vasoconstriction est le résultat de 

réflexes neurovégétatifs locaux déclenchés entre autres par les récepteurs à la perception de la 

douleur et par les lésions directes occasionnées à la musculature lisse vasculaire. Le collagène 

exposé lors de cette première étape va favoriser le recrutement de plaquettes qui vont s’agréger 

et former ainsi un bouchon (clou) plaquettaire. L’activation de la cascade de coagulation va 

ensuite conduire à la formation d’un caillot sanguin qui maintien le clou plaquettaire sur le site 

de la plaie (Hall et al., 2017; Serra et al., 2017). Cet ensemble va également servir de matrice 
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extracellulaire provisoire au sein de laquelle les cellules immunes sanguines vont pouvoir 

migrer vers le site de la plaie. 

 

1.3.2 Phase inflammatoire  
 

L’inflammation est une étape essentielle de la cicatrisation. Les différents médiateurs 

inflammatoires libérés au niveau de la zone tissulaire lésée endommagée sont indispensables 

au processus de réparation (Roshangar et al., 2019). Les plaquettes formées pendant la phase 

d’hémostase libèrent des cytokines et des chémokines (IL-1, IL-6, TNF-a, INFy, ect),  qui vont 

déclencher et guider le recrutement et la migration de cellules immunitaires depuis le sang vers 

le tissu cutané lésé (Hall et al., 2017; Tonnesen et al., 2000). De façon intéressante, cette 

libération locale de cytokines pro-inflammatoires et  de chémokines induit initialement une 

activation des kératinocytes de la zone périlésionnelle (Tsepkolenko et al., 2019). Ce n’est que 

dans un deuxième temps qu’on peut observer un recrutement de neutrophiles puis de 

monocytes/macrophages qui vont permettre d’initier la phase proliférative. Par ailleurs, la 

migration des kératinocytes et des fibroblastes vers la zone de tissu lésée est également stimulée  

par les cytokines synthétisées pendant la phase inflammatoire (Rowan et al., 2015).  

 

Les lésions cutanées par brûlure entrainent également la libération de molécules intracellulaires 

aux puissants effets de stimulation du système immunitaire inné : les molécules de la famille 

des « damage-associated molecular patterns » (DAMPs), provenant notamment des cellules 

endommagées, tels que HMGB-1, l’ADN (Rani et al., 2017). En particulier les DAMPs activent 

l’inflammasome et donc la caspase-1 qui en retour va transformer proIL-1β et proIL-18 en 

leur forme mature IL-1β et IL-18 respectivement. De façon intéressante, les kératinocytes lésés 

libèrent également des cytokines pouvant potentiellement réguler négativement la réponse 

inflammatoire, notamment IL-33 et la molécule chromatinienne HMGB1 (Kasuya and Tokura, 

2014).  

 

Les neutrophiles sont les premières cellules immunes à être recrutées sur le site lésé grâce aux 

gradients de chémokines induits par les cytokines IL-1, TNF-⍺ et TGF-β, via également la 

synthèse accrue de la molécule d’adhérence fibronectine ainsi que le relargage d’HMGB1 

(Kasuya and Tokura, 2014). Les neutrophiles sont recrutés dès la 1ière heure post-brûlure puis 

il persistent pendant 2 à 5 jours durant lesquels ils vont opérer une phagocytose des zones de 
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tissu nécrosé et une élimination des toxines libérées par le tissu brûlé (Tiwari, 2012). Ces 

cellules phagocytaires vont nettoyer le lit de la plaie des débris mais également des microbes 

qui auraient envahi le tissu. Ils vont également libérer des cytokines pro-inflammatoires (TNF-

⍺, IL-1β, IL-6) et orchestrer une deuxième vague de recrutement cellulaire et de réponse 

inflammatoire (Sorg et al., 2017). Les monocytes migrent ainsi au sein du tissu lésé dans les 3 

premiers jours post-brûlure et s’y différencient en macrophages. Les macrophages via leur 

intense activité de phagocytose coopèrent avec les neutrophiles dans la détersion biologique 

des tissus endommagés. Ils vont également phagocyter les neutrophiles en fin de vie et restent 

présents jusqu’à qu’à la fin du processus de cicatrisation. Outre leur activité de phagocytose, 

les macrophages synthétisent un ensemble de molécules qui stimulent l’angiogenèse, 

notamment le TGF-β, le PDGF, le FGF et le VEGF. Ces facteurs favorisent la formation d’une 

tissu dit  « de granulation » et le processus de néovascularisation qui va se poursuivre durant la 

phase proliférative (Hall et al., 2017).  

 

Il est important de noter que les kératinocytes ont également un rôle important pendant la phase 

inflammatoire de la brûlure. D’une façon générale, les kératinocytes peuvent recruter, stimuler 

et activer de multiples types de cellules durant le processus de cicatrisation et comme vu 

auparavant, ce sont les premières cellules activées sur le site de la lésion. Lors d'une lésion 

épidermique quelle qu’elle soit, les kératinocytes libèrent de l'IL-1, qui agit en cascades 

autocrines et paracrines pour activer et faciliter la migration et la prolifération des kératinocytes 

afin d'améliorer la cicatrisation (Dahl, 2012). Les kératinocytes sécrètent également du VEGF 

et du PDGF (« platelet-derived growth factor ») qui sont essentiels à la migration des cellules 

endothéliales et à l'angiogenèse dans le lit de la plaie (Ansel et al., 1993; Johnson and Wilgus, 

2014). Des études ont également montré que le PDGF sécrété par les kératinocytes favorise la 

prolifération des fibroblastes et leur production de matrice extracellulaire. On peut imaginer 

que l'activité synchrone des fibroblastes et des kératinocytes est importante pour obtenir un 

retour à l'homéostasie cutanée. C'est potentiellement ce dialogue qui autorise une cicatrisation 

harmonieuse des lésions cutanées (Dahl, 2012). 

 

Au total, la phase inflammatoire peut-être subdivisée en 2 temps : i) un pic précoce 

d’inflammation caractérisé par une sécrétion importante de cytokines pro-inflammatoires, puis 

ii) une phase d’inflammation secondaire durant laquelle des molécules anti-inflammatoires 

stoppent l’inflammation aigüe et entretiennent un milieu cytokinique de type M2 (par référence 
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aux macrophages M2 dont le profil moléculaire est favorable à la réparation tissulaire). Cette 

phase d’inflammation secondaire est indispensable au déclenchement et au bon déroulement de 

la phase de prolifération (Koh and DiPietro, 2011). Une réponse inflammatoire correctement 

régulée au plan qualitatif, quantitatif et de la cinétique temporelle est indispensable au processus 

de cicatrisation cutanée, indépendamment de l’origine des lésions. Une dérégulation du pic pro-

inflammatoire précoce semblent impliqué à un retard de cicatrisation et au développement de 

cicatrices hypertrophiques, en particulier dans le cas de brûlures. A contrario, les traitements 

anti-inflammatoires pourraient aggraver les symptômes et retarder la cicatrisation (Rowan et 

al., 2015).  

 

Particularités liées à la brûlure :  

Comme nous l’avons évoqué, la durée des phases peut varier dans le cas de la brûlure. Dans le 

cas des brûlures étendues, la période d’inflammation prolongée associée à une perte de masse 

maigre (= os, muscles, organes, peau, liquide du corps humain) peut causer des défauts de 

cicatrisation. Par ailleurs l’hypermétabolisme induit par l’augmentation de la chaleur locale 

dans les zones péri-lésionnelles est un facteur aggravant qui accentue la synthèse de cytokines 

anti-inflammatoires, et comme énoncé plus haut, de ROS et RNS. La brûlure est donc 

particulièrement associée au stress oxydant et à la sécrétion de radicaux libres (Roshangar et 

al., 2019). Comme vu plus haut, une balance régulée des ROS est importante. En effet, les 

radicaux libres peuvent protéger les plaies contre les infections mais une augmentation des ROS 

est également associée à une aggravation des lésions tissulaire et à une réponse inflammatoire 

systémique.  

 

1.3.3 Phase proliférative  
 

La phase de prolifération se superpose et fait suite à la phase inflammatoire tardive et aboutit 

à la formation du tissu de granulation. Le tissu de granulation est une matrice temporaire, 

remplaçant le tissu nécrosé jusqu’à la formation du tissu cicatriciel (Alhajj et al., 2020; 

Gonzalez et al., 2016). Il va servir de support aux cellules, notamment aux kératinocytes lors 

de la réépithélialisation. Celui-ci est formé de fibroblastes, de cellules endothéliales, de cellules 

inflammatoires (essentiellement des macrophages), de vaisseaux sanguins et de matrice 

extracellulaire nouvellement formée. Les fibroblastes sont recrutés et activés dans les premiers 

jours post-lésion, sous l'effet notamment du TGF-β. Ce sont les fibroblastes recrutés qui 

produisent les composants de la MEC néoformée : collagène, fibronectine, 
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glycosaminoglycanes et protéoglycanes. En particulier, une grande quantité de collagène de 

type III va être synthétisé durant cette phase (Alhajj et al., 2020). En parallèle, le VEGF, sécrété 

durant cette phase par de nombreuses cellules impliquées dans la cicatrisation (fibroblastes, 

macrophages, kératinocytes), recrute les cellules endothéliales et stimule la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins (processus de néo-angiogenèse). La phase proliférative est 

également caractérisée par la synthèse endothéliale de collagénases et protéases qui vont 

dégrader le caillot et la MEC précédemment déposée pour permettre la migration cellulaire 

(Hall et al., 2017).  

 

Par ailleurs, dès la fin de la formation du tissu de granulation, différents signaux moléculaires, 

notamment le TGF-β, vont stimuler la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes ; 

cellules dont l'activité contractile permet l'évacuation de liquide interstitiel en excès (Serra et 

al., 2017; Tiwari, 2012). Les myofibroblastes sont des cellules spécialisées ayant des propriétés 

mixtes de fibroblastes et de cellules musculaires lisses. Les myofibroblastes expriment une 

isoforme musculaire de l'actine, l'⍺-SMA (alpha smooth muscle actin) leur conférant des 

propriétés contractiles impliquées dans la contraction de la lésion. Cette contraction permet de 

diminuer la surface de la plaie à réépithélialiser. Par ailleurs, les myofibroblastes tout comme 

les fibroblastes exercent des fonctions de remodelage matriciel se traduisant pas la synthèse de 

nouvelles fibres de collagène.  

 

La réépithélialisation se produit lorsque les cellules épithéliales migrent à travers le tissu de 

granulation pour fermer l’espace lésionnel. Si la couche basale est détruite - ce qui se produit 

lors de brûlures du 2ème degré profond– les kératinocytes doivent migrer à partir des bords de la 

lésion ou des structures cutanées contenant des CS  kératinocytaires comme les follicules pileux 

ou les glandes sébacées (Cf supra) (Woodley et al., 1993). La migration des kératinocytes va 

former une langue épidermique formée par la première rangée de kératinocytes et va être 

alimentée par la prolifération des kératinocytes (Rousselle et al., 2019). Les kératinocytes, en 

perdant le contact cellules-cellules, changent de forme et avancent vers le centre de la lésion en 

formant un front de migration cellulaire Une fois le recouvrement fini, l’inhibition de contact 

stoppe le processus de migration. Les cellules souches kératinocytaires retrouvent leur forme 

cuboïde et leur état de quiescence (Sorg et al., 2017).  
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Les CS épidermiques jouent un rôle primordial durant plusieurs phases de la réparation 

tissulaire. Elles sont non seulement indispensables à la régénération de l'épiderme mais 

contribuent à la résolution de l’inflammation. Durant la phase de prolifération la production 

rapide de cellules kératinocytaires différenciées n'est rendue possible que par la prolifération 

des cellules souches épidermiques via un processus de divisions symétriques. Les deux cellules 

filles sont des cellules souches (division symétrique permettant d'accroitre le pool de cellules 

souches). La division symétrique des cellules d'amplification transitoire (division symétrique et 

différenciative) compète le mécanisme de remplacement rapide des cellules lésées (Figure 18). 

(Dahl, 2012). 

 

Fait important, la gravité de la cicatrice est inversement proportionnelle à la vitesse à laquelle 

les kératinocytes sont capables de se rapprocher des bords opposés de la plaie (Sorg et al., 

2017). Ainsi un traitement stimulant également la réépithélialisation permettrait d’améliorer 

notamment l’aspect de la cicatrice, paramètre esthétique aux incidences directes sur la qualité 

de vie des brûlés.  

 

1.3.4 Phase de maturation  
 

La phase de maturation, aussi appelée phase de remodelage, correspond un remodelage du 

tissu lésé depuis l'état de tissu de granulation vers l'état de tissu cicatriciel. La durée de cette 

phase dépend de la profondeur de la plaie, du temps nécessaire à la réépithélialisation et de la 

durée de la phase inflammatoire. 

 

La MEC du derme est fortement modifiée tout au long de la cicatrisation ; son évolution est 

schématisée Figure 28. Au fur et à mesure du remodelage, le collagène de type III, 

précédemment sécrété pendant la phase proliférative, est dégradé et remplacé par du collagène 

de type I (O’Toole, 2001; Xue and Jackson, 2015). Cette dégradation est opérée par des 

enzymes de dégradation, les MMPs, exprimés notamment par les fibroblastes et kératinocytes 

en migration et en prolifération (Xue and Jackson, 2015). Après la fermeture de la lésion, la 

population de myofibroblastes régresse en parallèle de la diminution de signaux apoptotiques 

(Hall et al., 2017; Zhao et al., 2016). Au niveau de l’organisation du collagène en zone lésée, 

les fibres sont empaquetées et denses en regard de la lésion et participent à la formation de la 

cicatrice définitive. De plus, les cicatrices n’ont pas d’annexes cutanées (follicules pileux, 

glandes sébacées) (Sorg et al., 2017; Xue and Jackson, 2015). 
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Figure 28. Modifications de la MEC du derme au cours des phases de la cicatrisation cutanée. Un 

tissu provisoire se met en place dans un premier temps. Ce tissu est par la suite dégradé et remplacé 

notamment par du collagène III pendant la phase de prolifération. Le collagène III est ensuite en parti 

dégradé et remplacé par du collagène I. Traduit de (Tracy et al., 2016).  

 

1.4 Complications post-brûlure : le cas de la cicatrice hypertrophique 
 

Les complications courantes des lésions thermiques et résultant d’une cicatrisation 

anormale comprennent les cicatrices hypertrophiques, les contractures post-brûlures, et les 

plaies non résolues qui finissent par provoquer un ulcère. La cicatrice hypertrophique, 

complication la plus courante chez les patients brûlés (Figure 29), fait partie de la famille des 

troubles fibro-prolifératifs, comme les chéloïdes. Le processus des cicatrices hypertrophiques 

est encore mal compris et il n’existe pas de traitement unique contre la formation des cicatrices 

hypertrophiques (Hall et al., 2017).   
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Figure 29. Représentation d’une cicatrice hypertrophique. Traduit de (Su et al., 2010) 

 

L’incidence des cicatrices hypertrophiques varie chez les brûlés de 30 à 94% selon la 

profondeur de la brûlure. Le risque de développer une cicatrice hypertrophique est 

particulièrement élevé chez grands brulés comparé aux autres situations de lésion cutanée. Les 

cicatrices hypertrophiques présentent comme les chéloïdes une surabondance de collagène. 

Toutefois leur distribution est différente. Les cicatrices hypertrophiques contiennent des 

faisceaux organisés de collagène de type III orientés parallèlement à l’épiderme, avec des 

myofibroblastes persistants. En revanche, pour les chéloïdes, on observe des filaments 

acellulaires, et des réseaux de collagène de type I et de type III. La formation excessive de 

cicatrice diminue considérablement la qualité de vie d’un patient, tant sur le plan fonctionnel 

qu’esthétique (Hall et al., 2017). Dans une cicatrisation normale, des voies de régulation 

limitent la réponse des myofibroblastes. Ces régulations sont diminuées, ou absentes dans les 

plaies chroniques. Les myofibroblastes ne subissent pas d’apoptose et persistent au niveau de 

la plaie où ils interviennent dans la formation pathologique des cicatrices hypertrophiques (Hall 

et al., 2017). Une des hypothèses de cette résistance à l’apoptose pourrait être due notamment 

à l’IL-1β. L’IL-1β conduisant à une stimulation de l’apoptose des myofibroblastes. Une absence 

d’IL-1β pourrait être alors responsable de cette résistance (Chiang et al., 2016). 
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2. Modèles d’étude de la brûlure  

 

Comme nous avons pu le voir, les brûlures sévères entraînent une série de processus 

complexes impliquant les cellules cutanées mais également les cellules immunes circulantes et 

parfois des organes distants tels que le poumon ou le système vasculaire dans son ensemble. Il 

est donc particulièrement difficile d’élaborer un modèle qui reproduise dans leur totalité tous 

les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu lors d’une brûlure cutanée sévère. Un 

modèle approchant est pourtant nécessaire afin d’obtenir une meilleure compréhension des 

mécanismes physiopathologique de la brûlure et pour améliorer la prise en charge des patients 

durant la phase aigüe aussi bien que durant les phases tardives post-brûlure également. Nous 

passerons ici en revue les principaux modèles de brûlure qui ont jusqu’alors été publiés et 

procèderons à une analyse comparative des inconvénients et avantages caractérisant ses 

différents modèles. Nous commencerons par les modèles animaux in vivo, seule approche 

permettant d’observer le processus physiopathologique à l’échelle de l’organisme complet. 

Nous passerons ensuite aux différents modèles in vitro sur cellules cutanées cultivées et les 

études ex vivo sur explants de peau.  

 

2.1 Modèles in vivo 

 

Les modèles animaux de brûlure cutanée sont considérés comme des modèles de référence 

(Qu and Nourbakhsh, 2017). Ces modèles reproduisent au moins partiellement la complexité 

des processus biologiques déclenchés in vivo par une brûlure cutanée. Toutefois cette 

complexité peut également être considérée comme un désavantage car elle rend plus difficile 

l’analyse spécifique d’un paramètre donné. Les animaux utilisés pour étudier la cicatrisation et 

étudier la brûlure sont généralement les rongeurs (rats et souris), le lapin et le porc (Qu and 

Nourbakhsh, 2017; Xu et al., 2012). Cependant ces modèles animaux présentent des différences 

avec l’humain notamment en ce qui concerne la réponse à la brûlure. 

 

Le modèle rongeur est couramment utilisé en laboratoire ; il a comme avantage d’être 

facilement manipulable et moins coûteux que les modèles réalisés sur les animaux de plus 

grande taille. De plus il existe des nombreuses lignées de rongeurs mutantes ou génétiquement 

modifiées ce qui permet de cibler spécifiquement certaines voies de signalisation (Coolen et al., 

2008). Cependant, comparée à la peau humaine, la peau des rongeurs présente d’importantes 

différences structurelles et fonctionnelles (Figure 30). La peau des rongeurs est notamment 



Introduction Bibliographique 

Chapitre 2 : La brûlure et ses modèles d’étude 

 67 

plus fine que la peau humaine, et dépourvue de papilles dermiques. La peau des rongeurs est 

également très élastique du fait d’une adhérence plus faible aux structures sous-jacentes (Qu 

and Nourbakhsh, 2017). La pilosité est plus dense chez les rongeurs et on observe un muscle 

sous-cutané, le Panniculus Carnosus, absent de la peau humaine. Ce muscle permet notamment 

une fermeture des plaies qui se fait principalement par contraction chez les rongeurs 

contrairement à la peau humaine où la fermeture de la plaie se fait principalement par formation 

d’un tissu de granulation puis réépithélialisation (Coolen et al., 2008; Qu and Nourbakhsh, 

2017; Zomer and Trentin, 2018). Des différences notables entre rongeur et humain peuvent être 

relevées en ce qui concerne l’expression cutanée de cytokines après brûlure. Par exemple, l’IL-

8, le CXCL-7 et le CXCL-11 ne sont pas induits chez la souris dans les modèles de brûlures. 

En réponse à l’IL-1, il a été montré que les kératinocytes et fibroblastes humaines expriment 

notamment de l’IL-8 ainsi que d’autres médiateurs inflammatoires alors que les cellules de 

souris produisent de la Keratincoyte-derived chemokine (Zomer and Trentin, 2018). Les 

modèles rongeurs ne permettent donc qu'une approximation des mécanismes développés chez 

l'homme durant la brûlure et la phase de cicatrisation. 

 

 

Figure 30. Peau humaine versus peau de souris. Modifiée de (Gudjonsson et al., 2007; Zomer and 

Trentin, 2018).  

 



Introduction Bibliographique 

Chapitre 2 : La brûlure et ses modèles d’étude 

 68 

Un modèle in vivo couramment utilisé dans l’étude de la brulure est effet un modèle porcin. La 

peau de porc possède de grandes similitudes avec la peau humaine à la fois dans la structure 

(Figure 31) et dans les processus de cicatrisation. L’épaisseur de l’épiderme de cochon (30-

140 µm) est semblable à l’épaisseur de l’épiderme humain (50-120 µm) (Sullivan et al., 2001). 

La pilosité moins dense chez le porc par rapport aux autres animaux est plus proche de celle de 

la peau humaine. La peau du porc est également fermement attachée aux structures sous-

jacentes ; ainsi la cicatrisation passe comme chez l’humain par la formation d’un tissu de 

granulation. Une légère différence est une plus faible densité vasculaire dans le derme de la 

peau de porc. On retrouve néanmoins les mêmes phases du processus de cicatrisation que chez 

l'homme: inflammation, prolifération, remodelage (Qu and Nourbakhsh, 2017). Néanmoins la 

manipulation fastidieuse et le coût d’entretien élevé des gros animaux limitent leur utilisation. 

 

 

Figure 31. Peau humaine versus peau de porc. HF : Follicule pileux ; SG : glande sébacée ; SwG : 

glande sudoripare; Ad : adipocytes ;  Traduit de (Debeer et al., 2013) 

 

Comme nous avons pu le voir, le modèle animal présente encore beaucoup de limites et ne peut 

reproduire qu’en partie la séquence d'évènement qu’on retrouve chez l’humain dans le contexte 

de la brûlure cutanée. Même si le porc semble le modèle se rapprochant le plus du modèle 

humain, le coût élevé de l’entretien et évidement pour les questions d'éthique soulevées par 

l'expérimentation animale d'une façon générale ont conduit les chercheurs à élaborer et tester 

différents modèles alternatifs de brûlure. Il est également compliqué de recréer une situation de 

grand brûlé qui nécessiterait de brûler les animaux sur une très grande surface (>20°C), ce qui 
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soulève une nouvelle fois des questions éthiques. Le modèle animal ne représente donc pas la 

solution optimale pour l'étude des brûlures. De plus, la diversité des modèles animaux entraîne 

une hétérogénéité, des résultats qui sont accentués par le manque de protocole standardisé de 

brûlures.  Si l'on prend l'exemple du modèle porc on note ainsi une grande diversité des méthode 

de brûlure (barre d’aluminium, de cuivre, bouteille d’eau), de la durée d’exposition et de la 

température de la brûlure – entraînant des brûlures partielles profondes ou totales -  taille de la 

brûlure, variétés de porcs utilisés (Wardhana et al., 2018). Ces différences participent à la 

difficulté de comparer les résultats provenant de différentes études. 

 

2.2 Modèles in vitro 

 

En préambule, on peut rappeler les avantages et faiblesses des études in vitro sur cellules 

cutanées. Les cultures pures de cellules cutanées (le plus souvent fibroblastes ou kératinocytes) 

permettent d'analyser l'impact d'un actif sur un type cellulaire donné dans un modèle simple. 

Par exemple, c’est grâce à des cultures pures de cellules de leucocytes qu’ont pu être mis en 

évidence des effets chimiotactiques des chémokines (ou chémokine) (Boyden, 1962). Ces 

études sur cellules sont obtenues rapidement, sont moins couteuses que les études in vivo et 

sont également facilement normalisables (Coolen et al., 2008). Par ailleurs, elles peuvent être 

réalisées sous forme de co-cultures prenant en compte les interactions entre 2 types cellulaires. 

 

2.2.1 Méthode « sans plaie » de brûlure in vitro 

 

Fernandes et al. ont mis au point un modèle de brûlure in vitro en appliquant une plaque de 

verre chauffée au micro-onde sous la boîte de culture de cellules 30s. La chaleur est diffusée de 

la plaque de verre à travers la boîte de culture jusqu’aux cellules (Figure 32). Pour stopper la 

brûlure, du milieu de culture à 4°C est ajouté. Ils ont pu observer une diminution drastique de 

la viabilité associée à une baisse du nombre de cellules en mitose et à une augmentation de 

cellules présentant un noyau pycnotique (Fernandes et al., 2014). Ces altérations cellulaires 

étaient accompagnées de modifications dans la structure de la membrane plasmique et du 

cytosquelette (Fernandes et al., 2014). Cette technique permet d’observer les premiers 

changements qui s’opèrent au niveau des cellules cutanées suite au contact avec une forte 

chaleur. Cependant cette technique ne permet pas d’observer les étapes de cicatrisation post-

brûlure. De plus, il n'y a pas création d'une lésion de type plaie avec perte de substance localisée. 
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Par ailleurs, cette étude a été réalisée sur une lignée de fibroblastes murins (NIH-3T3). Il serait 

plus pertinent de l’étendre à des cultures primaires de cellules humaines et de comparer les 

effets obtenus dans différents types cellulaires (fibroblastes, kératinocytes, cellules 

immunitaires, cellules endothéliales, mélanocytes). 

 

Figure 32. Brûlure in vitro par transfert de chaleur de la plaque en verre du four à 

micro-ondes à la plaque de culture en verre (Fernandes et al., 2014).   

 

2.2.2 Méthode de plaie sans chaleur – scratch test 
 

La méthode de scratch test est la plus utilisée pour l’étude in vitro de la cicatrisation. C’est 

une technique peu coûteuse, facilement réalisable (Figure 33). C’est une méthode simple qui 

consiste à créer une « blessure » dans la monocouche de cellules afin de créer un vide imitant 

une plaie.  

 

Le « scratch » ou la plaie est généralement réalisé à l’aide d’un cône stérile. Les cellules vont 

proliférer et migrer jusqu'à rétablissement de contacts intercellulaire et comblement de l'espace 

créé. Il est ensuite possible d’observer l’évolution de la fermeture de la plaie par imagerie. On 

observe alors deux paramètres : la migration et la prolifération des cellules (Liang et al., 2007; 

Steinstraesser et al., 2009). On peut observer rapidement (environ 24h) la fermeture de la plaie 

et l’impact d’un agent sur la fermeture de la plaie. Il est également possible de cibler uniquement 

la migration en inhibant la prolifération de cellules avec l’ajout d’un agent antimitotique, 

comme par exemple la mitomycine c (Nasca et al., 1999; Wu et al., 2016). 
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Différentes études ont utilisé cette méthode sur les kératinocytes pour étudier la cicatrisation 

(Cao et al., 2006; Haase et al., 2003; Hettler et al., 2013; Nasca et al., 1999; Wu et al., 2016). 

Des expériences de transfection sont également possibles sur ce type de modèle. Par exemple, 

Wu et al, ont utilisé des vecteurs afin de surexprimer le gène Src et des siRNA afin d’éteindre 

l’expression de du gène Src ; ils ont pu mettre ainsi en évidence que Src stimule la migration 

des kératinocytes en régulant MMP-2 (Wu et al., 2016). 

 

 

Figure 33. Schéma de la méthode du scratch test. Modifiée de (Stamm et al., 2016) 

 

Cette technique permet de créer une plaie artificielle mais ne recrée pas un dommage par la 

chaleur comme c’est le cas avec une brûlure. 

 

2.2.3 Méthode de plaie par chaleur  
 

Bien que réalisée sur des cellules endothéliales, une étude publiée en 2013 (Hettler et al., 

2013) utilise un procédé de lésion thermomécanique qui pourrait être applicable aux cellules 

cutanées. Dans cette étude, des cellules endothéliales humaines de veine ombilicale ont été 

lésées par un dispositif chauffant en aluminium. Ce dispositif est un instrument relativement 

complexe (avec un système de résistance et un contrôleur de température fixés par une colle en 

polyamide permettant de servir de barrière thermique) (Figure 34). Des brûlures circulaires 

d’1s à 100°C ont été pratiquées, induisant, en bordure de plaie, une zone de cellules mortes à 

proximité immédiate de la plaie puis une zone mixte composée à environ 50% de cellules 

mortes et enfin, une zone de cellules vivantes restées intactes. Contrairement au scratch test, où 
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les cellules en bordure de plaie sont intactes, ici, la chaleur s’étant diffusée, les cellules en 

bordure de plaie sont également modifiées, avec notamment une perte du contact cellules-

cellules. Les auteurs.trices ont pu observer une nécrose des cellules adjacentes à la brûlure 

jusqu’à 6h après la brûlure. En revanche, une mort par apoptose signée par l'expression de 

caspase 3 est retrouvée dans les cellules en bordure de plaie, dans les 1-3 heures après la brûlure 

ce qui n'est pas observé dans un modèle contrôle de plaie sans brûlure. De façon intéressante, 

une augmentation de la synthèse de ROS a également été observée après induction de la brûlure, 

signature classique de cellules soumises à un stress thermique (Hettler et al., 2013). 

 

 

Figure 34. Méthode de brûlure thermique par application d’un dispositif chauffé à 
100°C pendant 1s sur cellules in vitro (Hettler et al., 2013). (A) Le dispositif de brûlure 

par un système de presse manuelle. (B ; C) Embout permettant la brûlure : 2 cercles de 

brûlures. (D) Détails de l’embout et des branchements 

 

L'objectif de cette étude était de mettre en place un système mimant une électrochirurgie de 

coagulation des tissus, plus spécifiquement le scellement des vaisseaux sanguins. C’est le 

modèle in vitro se rapprochant au mieux d’une brûlure entraînant à la fois une plaie et des 

dommages aux cellules environnantes. Il semble possible d’appliquer ce modèle à des cultures 
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de kératinocytes et à d’autres cellules cutanées afin observer les effets cellulaires et 

moléculaires infligés par la brûlure au niveau des zones lésionnelles et péri lésionnelles.   

 

Ces modèles in vitro sont intéressants pour analyser des voies de signalisation et l’impact 

d’agent actifs sur des processus biologiques induits par la brûlure à la phase aigüe ou subaigüe 

(migration, prolifération, synthèse de ROS, modifications protéomiques et génomiques ect…). 

Cependant ils ne permettent pas d'investiguer les processus de la cicatrisation. L’absence 

d’environnement tissulaire est un frein aux possibilités de translation des résultats vers l'in vivo. 

Mais ces approches cellulaires "simples" peuvent apporter des informations essentielles à la 

conception et l'interprétation de modèles in vivo.  Ils permettent également de respecter la règle 

éthique des 3R ("refinement, reduction, replacement"), destinée à limiter l'usage des 

expériences in vivo. 

 

Il existe également des modèles plus complexes, tridimensionnels, d'équivalents de peau. Ces 

équivalents de peau sont produits généralement à partir d’un équivalent derme obtenu par 

l’ensemencent de fibroblastes dans une matrice (souvent de collagène I ou de fibrine). Une 

monocouche de kératinocytes déposée sur cet équivalent derme va ensuite proliférer puis se 

différencier pour former un équivalent épiderme. Bien que ce modèle soit plus complet que le 

modèle 2D de culture pure de cellule, la matrice extracellulaire qui sert de charpente 

("scaffold") au derme reconstruit est composée d’une seule protéine ce qui peut altérer le 

comportement physiologique des fibroblastes. Généralement, seuls les fibroblastes et 

kératinocytes sont inclus dans ce modèle bien que de nouveaux procédés visent à inclure 

également des cellules immunitaires, des mélanocytes afin de complexifier le modèle et le 

rapprocher de la physiologie. De plus les équivalents de peaux matures ne sont générés qu'après 

de longues semaines de culture et nécessite une expertise et un équipement spécifique 

(Steinstraesser et al., 2009; Ud-Din and Bayat, 2017).  

 

2.3 Modèle ex vivo 

 

Les modèles ex vivo de lésion sur peau humaine sont réalisés sur des cultures explants de 

peau généralement obtenus à partir de résidus de chirurgie plastique ou dans de plus rare cas 

chez des volontaires sains des patients souffrant de pathologies cutanées spécifiques ou 

malades. Dans le contexte des recherches sur les mécanismes et le traitement des brûlures de 

peau, ces modèles permettent d'étudier à l'échelle tissulaire l'impact initial de la brûlure et le 
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processus de cicatrisation qui en découle. Ces modèles sont plus satisfaisant que les études sur 

cultures cellulaires 2D ou sur équivalent peau car le tissu étudié est natif et qu'on y retrouve 

toutes les structures présentes dans la peau in vivo : matrice extracellulaire complète 

comprenant une grande variété de protéines (collagène I et III, fibres élastiques ect…), présence 

de nombreux types cellulaires (kératinocytes et fibroblastes mais également cellules 

immunitaires, cellules endothéliales, mélanocytes,) ainsi que des annexes cutanées (follicules 

pileux, glandes sébacées) et des terminaisons nerveuses. Les interactions cellulaires complexes 

vont y être également maintenu. Nous aborderons successivement la problématique des 

modèles de brûlures puis des modèles de plaies cutanées par incision. 

 

2.3.1 Modèles de brûlure ex vivo 

 

Malgré les avantages décrits ci-dessus, relativement peu de travaux se sont appuyés sur le 

modèle d'explant de peau pour étudier les mécanismes physiopathologiques de la brûlure. On 

peut répertorier seulement cinq articles publiés décrivant et/ou utilisant des modèles de brûlure 

ex vivo sur explant de peau (Coolen et al., 2008; Emanuelsson and Kratz, 1997; Kratz, 1998; 

Qu et al., 2016; Sivamani et al., 2009) (voir Tableau 3). Au total, 4 modèles de brûlure sur 

explant ont été décrits. Nous verrons que les différences relatives au milieu de culture, au temps 

d’exposition et à la méthode de brûlure sont responsables de différences notables en termes de 

profondeur des lésions et de cinétique de cicatrisation.  

 

a. Modèle d’Emanuelsson et Kratz 

 

Emanuelsson et Kratz sont les premiers à avoir mis au point un modèle ex vivo de brûlure. 

Décrit dans un premier article (Emanuelsson and Kratz, 1997) ils ont ensuite comparé ce 

modèle à un modèle de lésion cutanée par incision (biopsie punch) dans un second article 

(Kratz, 1998).  

 

Principales caractéristiques du modèle :  

- Dimension de l'explant de peau : 10x3mm  

- Agent de la brûlure : tige en laiton de 0.5mm  

- Température : 150°C  

- Durée d’exposition : 1s  

- Milieu de culture : DMEM – 10% de Sérum de veau fœtal (SVII) – antibiotiques  
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- Support de culture : immersion en plaque 12 puits  

 

Les auteurs.trices ont observé une réépithélialisation de la plaie brûlée et ont pu vérifier la 

viabilité des kératinocytes et des fibroblastes après 14 jours de culture des explants en condition 

contrôle ou de brûlure.  

 

Par comparaison au modèle de plaie par incision, Kratz et al. ont observé un retard de 

réépithélialisation du modèle brûlure corrélée à l'existence d'un processus de nécrose touchant 

l’épiderme et le derme observable durant les 2 premiers jours post-brulure. Le début de 

réépithélialisation dans le cas de la brûlure est visible à partir du 4ème jour contre 2 jours pour 

la plaie par incision. De plus, dans le cas de la brûlure, la zone de tissu non viable couvre une 

surface péri-lésionnelle importante (2 fois plus étendue que la surface de lésion initiale) alors 

que les berges de la plaie par incision sont viables (et a fortiori les zones distantes de la plaie).   

 

b. Modèle de Sivamani et al. 

 

Sivamani et al. ont utilisé le modèle d’Emanuelsson et Kratz en apportant une modification 

sur la température de chauffage de la tige (200°C au lieu de 150°C) (Sivamani et al., 2009).  

 

Le but de ce travail était de tester l’impact d’un actif (épinéphrine et timolol) sur la cicatrisation 

de la brûlure. L’actif a été directement ajouté au milieu de culture. On peut noter que dans cette 

étude, les effets thérapeutiques de l'actif ont également été testés dans un scratch test et dans un 

modèle murin in vivo.  

 

c. Modèle de Coolen et al. 

 

Coolen et son équipe ont mis en place un nouveau modèle de brûlure ex vivo (Coolen et al., 

2008).  

 

Principales caractéristiques du modèle :  

- Dimension de l'explant de peau : 1 cm2 – 0,5 mm d’épaisseur 

- Agent de la brûlure : Dispositif chauffé au fer à souder  

- Température : 95°C 

- Durée d’exposition : 10s 
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- Milieu de culture : DMEM/Ham F12 (3 :1), 2% SVII, 1µM hydrocortisone, 1µM 

isoproterenol, 0,1 µM insulin 1,0x10-5 M L-carnitine, 1,0x10-2 M L-serine, 1 mM DL-

⍺–tocopherol, 130 mg/ mL ascorbic acid, a lipid supplement (containing 25 mM 

palmitic acid, 15 mM linoleic acid, 7 mM arachidonic acid, and 24 mM bovine serum 

albumin) et antibiotiques 

- Support de culture : sur grille métallique à l’interface air/liquide 

 

Les auteurs.trices ont pu observer que la réépithélialisation de la plaie dans ce modèle était plus 

lente que celle observée in vivo (avancée de kératinocytes : environ 50 µm/j au lieu de 150-300 

µm/jour in vivo). Ils ont observé une restauration de la lame basale (Collagène IV et laminine) 

et dans le derme, une absence de myofibroblastes (identifiés par l'expression de l’⍺-SMA). 

Cette absence de myofibroblastes pourrait être due à une absence de facteurs de croissance 

dérivés des plaquettes et/ou à une absence de tension mécanique.  

 

d. Modèle de Qu et al. 

 

Qu et son équipe ont mis en place un modèle de brûlure incluant également une épaisseur 

de tissu adipeux (Qu et al., 2016).  

 

Principales caractéristiques du modèle :  

- Dimension de l'explant de peau : 2 cm2 

- Agent de la brûlure : Système « McKenna burner » - brûlure par flamme de 1 cm 

- Température : 300-400°C 

- Durée d’exposition : 10-70s 

- Milieu de culture : DMEM – 10% SVII – antibiotiques 

- Support de culture : tissu incorporé dans un polymère polysaccharidique (agarose) 

 

De façon intéressante, les auteurs.trices ont pu mettre en évidence une migration de 

macrophages depuis le tissu adipeux de l'hypoderme vers le derme au niveau de la brûlure. Ce 

modèle permet donc d’étudier l’importance du tissu adipeux dans la cicatrisation de la brûlure.  
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Tableau 3. Modèles d’étude sur la brûlure ex vivo de peau humaine 

 

Références Milieu de culture Support Tension 

mécanique 

Culture à 

l’interface 

A/L 

Réalisation de la 

blessure 

Résultats – commentaires 

(Kratz, 

1998) 

DMEM supplémenté de 10% Sérum de 

Veau Fœtal et d’antibiotiques 

Biopsie de 

3mm de 

largeur 

NON NON Brûlure 1s avec une corde en 

laiton chauffé à 150°C 

Comparaison modèle ex vivo 

d’incision et de brûlure 

(Coolen et 

al., 2008) 

DMEM/Ham F12 (3 :1), 2% SVII, 1µM 

hydrocortisone, 1µM isoproterenol, 0,1 µM 

insulin 1,0x10-5 M L-carnitine, 1,0x10-2 M L-

serine, 1 mM DL-⍺–tocopherol, 130 mg/ mL 

ascorbic acid, a lipid supplement (containing 

25 mM palmitic acid, 15 mM linoleic acid, 7 

mM arachidonic acid, and 24 mM bovine 

serum albumin) et penicillin/streptomycin 

Peau 1cm2 

posée sur 

une grille 

métallique 

NON OUI Brûlure 10s à 95°C (métal 

chauffé au fer à souder) 

Observation d’une prolifération 

et migration des kératinocytes. 

Réépithélialisation plus lente 

qu’in vivo. 

Modèle utilisé pour étudier 

l’impact d’agent 

pharmacologiques, cosmétiques 

sur la cicatrisation. 

(Sivamani 

et al., 

2009) 

DMEM supplémenté de 10% Sérum de 

Veau Fœtal et d’antibiotiques 

Biopsies 

2x10 mm 

NON NON Brûlure 1s avec tige en laiton 

chauffée à 200°C 

Étude de la réépithélialisation 

après brûlure 

(Qu et al., 

2016) 

Incorporation dans un polymère 

d’agarose - DMEM/F-12 supplémenté de 

10% de SVII et d’antibiotiques 

Biopsie 

2x2 cm 

avec 1cm 

de tissu 

adipeux 

NON Pas spécifié Brûlure par flamme – 10 à 

70s (300-400°C) 

1er modèle ex vivo de brûlure 

humaine avec une partie du tissu 

adipeux 
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2.3.2 Modèles de cicatrisation – plaie par incision  

 

Le peu d’études sur le modèle de brûlure ex vivo nous pousse à compléter notre synthèse 

bibliographique en nous intéressant aux des modèles ex vivo de plaie par incision sur explant 

de peau humaine (voir Tableau 4, non exhaustif). Dans tous ces travaux, la culture de peau 

s'effectue à l’interface air/liquide et l'objectif principal de ces études est d'analyser les 

processus de cicatrisation et de tester de potentiels actifs. La majorité des études (5 sur 7) 

utilisent du DMEM supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (SVII) et d’antibiotiques 

comme milieu de culture. Il est intéressant de voir également que dans certaines de ces études 

a été appliqué une tension mécanique (Steinstraesser et al., 2009; Xu et al., 2012). Comme 

l’avait souligné Coolen et al, l’absence de stress mécanique peut empêcher la différenciation 

de fibroblastes en myofibroblastes. Il a été également montré que les tensions mécaniques sont 

importantes dans la cicatrisation. En effet, la tension stimule la prolifération des kératinocytes 

(Yano et al., 2006) et leur sécrétion de MMP9, nécessaire à leur migration (Renò et al., 2009). 

Dans l’étude de Xu et al, la peau est suturée à un tamis cellulaire à 8 extrémités (Xu et al., 

2012). Afin d’appliquer une tension mécanique, Steinstraesser et al utilisent en revanche un 

système plus complexe avec une chambre en acier inoxydable (Figure 35) (Steinstraesser et 

al., 2009). 

 

Figure 35. Système de tension mécanique dans modèle de cicatrisation de peau humaine ex vivo. 

(a) Issue de (Xu et al., 2012). (b) Traduit de (Steinstraesser et al., 2009).  

 

2.3.3 Avantages et limites des modèles ex vivo sur explant de peau 
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L'analyse comparative du peu de modèles ex vivo dont on dispose pour étudier les 

brûlures suggère que le modèle de Coolen et al, est le plus proche des conditions in vivo. En 

effet, la culture d'explant y est réalisée à l’interface air/liquide, l'apport en nutriments des 

kératinocytes se fait donc uniquement par le derme de la même façon qu'en in vivo et le contact 

avec l’air permet de maintenir l'état de différenciation des couches les plus superficielles de 

l’épiderme. De plus, une culture à l’interface air-liquide permet de tester des agents 

pharmacologiques ou cosmétiques en topiques en reproduisant les conditions d'une 

application in vivo.  

 

Cependant, il y a des problèmes de standardisation des techniques, que ce soit pour les modèles 

ex vivo de brûlures, ou les modèles ex vivo de plaie par incision (voir Tableaux 1 et 2). La 

normalisation de la méthode de brûlure est une limite importante au sein même d’une étude. Il 

est en particulier important dans le cas d’une brûlure de contact de ne pas appliquer de pression 

en dehors du poids de la tige. Des variations de pression d'une expérience à l'autre peuvent 

entraîner des différences quant à la profondeur de brûlure et aux processus de cicatrisation. 

Certaines études utilisent aussi bien de la peau d’abdomen que de la peau de sein dans le modèle 

de lésion par incision (Andrade et al., 2015; Steinstraesser et al., 2009). Or, l’épaisseur de la 

peau change en fonction de sa localisation et il est donc préférable d’effectuer ses expériences 

sur de la peau provenant d’une même zone. 

 

Une des limites des modèles sur explant de peau est la relativement courte durée de survie 

cellulaire au sein du tissu en culture. En général, les protocoles utilisés permettent de maintenir 

-jusqu’à 14 jours de cultures les explants, parfois jusqu'à à 21 jours. Seule l’équipe d’Andrade 

et al, a développé un modèle permettant une culture prolongée d'explant de peau saine  jusqu’à 

75 jours (Andrade et al., 2015). Il est donc possible d’étudier les premières étapes post-brûlures 

et le début de la cicatrisation ainsi que les effets à court terme de la réponse à un traitement 

(Andrade et al., 2015; Qu and Nourbakhsh, 2017) avec une application topique directement sur 

la plaie ou dans le milieu de culture. 

 

L’absence de l’environnement complet, notamment l’absence de système vasculaire et de 

système immunitaire, dans les modèles explants et la nécessité d'analyser des mécanismes se 

développant à long terme (par exemple la formation complète d'une cicatrice) rendent les 

modèles in vivo indispensables pour compléter et renforcer les résultats obtenus sur des modèles 



Introduction Bibliographique 

Chapitre 2 : La brûlure et ses modèles d’étude 

 80 

ex vivo. Comme mentionné plus haut, celui-ci permet néanmoins de limiter le nombre d’études 

in vivo et en particulier de screener des agents actifs afin de ne sélectionner que quelques 

candidats qui seront par la suite évalués in vivo.  
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Tableau 4. Modèles d’étude de la cicatrisation ex vivo de peau humaine (liste non exhaustive)  

Références Milieu de 

culture  

Support  Tension 

mécanique 

Culture à 

l’interface 

A/L 

Réalisation 

de la 

blessure 

Résultats – commentaires  

(Xu et al., 

2012) 

DMEM 
supplémenté de 
10% Sérum de 
Veau Fœtal et 
d’antibiotiques  

Culture sur tamis 
cellulaire en nylon 
plaque 6 puits 

OUI OUI Incision au 
scalpel  

Vérifier la robustesse de leur modèle et la viabilité de la 

peau en culture – morphologie ok jusqu’à 12 jours, 

membrane basale intacte jusqu’à 21jours, prolifération des 

Kc jusqu’à 12 jours 

Réépithélialisation et production de collagène après blessure 
(Steinstraesser 

et al., 2009) 

DMEM 
supplémenté de 
10% Sérum de 
Veau Fœtal et 
d’antibiotiques 

Chambre en acier 
inoxydable en 
plaque 6 puits – 
peau en triangle de 
2,5cm de côté 

OUI OUI Incision au 
scalpel ou 
punch  

Après 14 jours de culture : diminution du nombre de 

cellules, changement structurale de l’épiderme 

Après 21 jours : changements structuraux du collagène dans 
le derme  

(Mendoza-

Garcia et al., 

2015) 

Différents milieux 
de culture testés  

Biopsie de 8mm de 
diamètre dans 
insert 

NON OUI Incision avec 
un biopsy 
punch (1-3 
mm) 

Comparaison de différents milieux de culture, de largeur/ 

profondeur de la plaie  

Test traitement photodynamique  
(Yoon et al., 

2019) 

DMEM 
supplémenté de 
10% Sérum de 
Veau Fœtal 

Biopsie de 8mm de 
diamètre 

NON OUI Incision avec 
un biopsy 
punch de 3 
mm 

Étude de l’infection de la plaie sur la cicatrisation 

(Rakita et al., 

2020) 

DMEM 
supplémenté de 
10% Sérum de 
Veau Fœtal et 
d’antibiotiques 

Biopsies de 6 mm NON OUI Blessure par 
pression de 
200-250 mm 
de mercure 
(succion) 

Modèle ex vivo de cloque puis de plaie  

(Tomic-Canic 

et al., 2007) 

Milieu de culture 
GIBCO-BRL 

Biopsie de 1cm2  NON OUI Incision avec 
un biopsy 
punch de 4 
mm 

Test de différents traitements 
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Chapitre 3 : Le sulfure d’hydrogène (H2S) : un gazotransmetteur aux 

multiples effets biologiques  

 
Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux effets biologiques dus à l’impact de l’H2S, 

gaz faisant partie de la famille des gazotransmetteurs. Nous aborderons dans un premier temps 

la notion de gazotransmetteur et des notions générales sur les sources d’H2S, les mécanismes 

moléculaires induits par l’H2S ainsi que les difficultés liées à sa manipulation en laboratoire. 

Nous traiterons ensuite des effets cliniques et biologiques de l’H2S en nous attardant plus 

spécifiquement sur les données de la littérature concernant les effets de l’H2S sur les 

kératinocytes humains et dans les processus de cicatrisation cutanée.  

 

1. Généralités sur H2S  
 

1.1 L’H2S est le 3ème gazotransmetteur 
 
Qu’est-ce qu’un gazotransmetteur ?  

Les gazotransmetteurs sont une famille des molécules de signalisation présentant les  

caractéristiques suivantes (Akter, 2016; Wang, 2014) :  

(1) Petite molécule gazeuse  

(2) Perméable à la membrane plasmique – indépendamment de récepteurs/transporteurs 

spécifiques 

(3) Générée de manière endogène  

(4) Exerçant des fonctions spécifiques à des concentrations physiologiques 

(5) Induisant la transduction d’un signal pouvant être mimée par l’application exogène du 

gazotransmetteur et ciblant un ensemble de molécules spécifiques  

On retrouve dans cette famille : i) le monoxyde d’azote, NO, le premier gazotransmetteur 

identifié, ii) le monoxyde de carbone, CO et iii) l’H2S, dernier gazotransmetteur identifié à ce 

jour. Les gazotransmetteurs ont été conservés au cours de l’évolution chez les bactéries, les 

plantes et les cellules de mammifères. Ils semblent donc essentiels et irremplaçables dans leurs 

fonctions biologiques (Wang, 2014). La simplicité de la structure des gazotransmetteurs permet 

des trajets intra et intercellulaires rapides. De plus, les gazotransmetteurs sont présents dans 

tous les organes, toutes les cellules, ce qui leur confère une activité potentiellement ubiquitaire 

Ils forment ainsi un réseau à travers tout le corps. La volatilité des gazotransmetteurs permet 
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une diminution rapide de leur quantité au niveau du site de production et permet ainsi d’éteindre 

rapidement la voie de signalisation qu’ils induisent sans l’intervention d’autres molécules en 

rétrocontrôle. En comparaison, de nombreuses molécules non-gazeuses nécessite une action 

enzymatique afin d’être éliminées, ce qui représente une consommation d’énergie et de temps 

supplémentaires pour la cellule. Bien que les gazotransmetteurs soient présents à de très faibles 

dans les tissus, les liquides biologiques et la matrice extracellulaire, leur diffusion rapide à 

travers la membrane plasmique ainsi que leurs propriétés physico-chimiques leurs confèrent de 

multiples activités biologiques. Le sulfure d’hydrogène présente l’ensemble des 

caractéristiques décrites ci-dessus. Lorsqu’il est libéré dans l’atmosphère, il s’agit d’un gaz 

incolore, inflammable et présentant une forte odeur soufrée. Il est facilement soluble dans l’eau 

mais également dans les lipides ce qui lui permet de traverser les membranes plasmiques et 

pénétrer librement dans les cellules (Chen et al., 2007; Mathai et al., 2009; Wang, 2002). 

 

1.2 Sources d’H2S 
 

1.2.1 Sources exogènes 
 

L’H2S est apparu sur Terre bien avant l’oxygène et a été lié à l’émergence de formes 

primitives de vie. On considère en effet que les premières formes de vie sur Terre, remontent à 

environ 3,8 milliards d’années et  se sont développées dans un environnement anoxique et qui 

peut être considéré comme réducteur au regard de la génération de carbone organique et 

d’acides aminés primitifs à partir de CO2 (Olson et al., 2018; Wächtershäuser, 1992). En 

particulier, la cystéine et la méthionine sont 2 acides aminés contenant du soufre et qui auraient 

pu être formés à partir de l’H2S (Filipovic et al., 2018). L’H2S était déjà présent dans 

l’atmosphère, libéré notamment par les émissions volcaniques (Filipovic et al., 2018) et jouait 

probablement le rôle d’agent réducteur vis-à-vis du CO2. 

 

Ces conditions environnementales ont persisté jusqu’à l’apparition de la photosynthèse 

oxydative chez les cyanobactéries, phénomène qui a induit il y a environ 2,3 milliards d’années 

le « grand évènement d’oxydation » (GOE pour « great oxidation event »), caractérisé par une 

augmentation de l’oxygène atmosphérique jusqu’aux taux de 0,5 - 1% (Olson et al., 2018). 

C’est grâce au développement de processus de défense contre le stress oxydant que de multiples 

formes de vie ont pu émerger dans ce milieu devenu fortement oxydant. Certains auteurs 

proposent toutefois que les gènes de protection vis-à-vis du stress oxydant préexistaient au GOE 
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et servait primitivement à protéger la cellule d’effets délétères exercés par les espèces réactives 

du soufre (RSS pour « Reactive Sulfure Species ») et non pas d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS pour « Reactive Oxygen Species »). Selon cette théorie, les principales enzymes 

antioxydantes dont la catalase, la SOD (superoxide dismutase), la thiorédoxine et la 

peroxiredoxine) auraient eu comme substrat initial et exclusif les RSS. Dans un deuxième 

temps, postérieur au GOE, ces enzymes auraient exercé leur activité sur les ROS 

principalement, et sur les RSS accessoirement (Olson et al., 2018; Wächtershäuser, 1992) 

 

Actuellement, H2S est produit naturellement dans l’environnement via la dégradation anaérobie 

du sulfate par les bactéries ou par le bais de la dégradation des protéines contenant du soufre 

chez les mammifères. L’H2S est également généré ou utilisé dans plus de 70 de procédés 

industriels (synthèse de fibres artificielles, production alimentaire, traitement des eaux usées…) 

(Dorman et al., 2002; Malone Rubright et al., 2017). 

 

La concentration atmosphérique d’H2S considérée comme normale et comprise entre 0,11ppb 

et 0,33 ppb (ppb = partie par milliard). Elle peut atteindre une concentration de 1 ppb dans les 

zones urbaines et avoisiner les 100 ppb dans les zones proches de sources d’émission par 

milliard) (Malone Rubright et al., 2017). 

 

1.2.2 Sources endogènes chez les mammifères  
 

L’H2S est également une molécule gazeuse physiologique synthétisée de manière 

endogène. Dans les cellules de mammifères, l’H2S peut être synthétisé via l’action de 3 

enzymes : la cystathionine β synthetase (CBS), la cystathionine γ lyase (CSE) et la 3-

mercaptopyruvate sulfurtransférase (MST). La synthèse d’H2S est réalisée à partir de la L-

cystéine et de l’homocystéine de manière directe par les enzymes CBS et CSE ou de manière 

indirecte par l’action de  la MST sur le 3-mercaptopyruvate lui-même dérivé de la L-cystéine 

sous l’effet de la cyctéine aminotransférase (CAT) (Figure 36) (Jin et al., 2015; Li et al., 2006; 

Olas, 2015; Szabo, 2017; Vandiver and Snyder, 2012). 

 

La L-cystéine peut provenir d’une source alimentaire, libérée par des protéines ou synthétisée 

de manière endogène à partir de L-méthionine (Szabo, 2017).  
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Figure 36. Schéma de la synthèse d’H2S dans des cellules de mammifères à partir 

de la L-cystéine par les enzymes CBS, CSE ou 3-MST (Powell et al., 2018).  

 

Le pattern d’expression des enzymes de synthèse de l’H2S est complexe et indique des 

disparités entre organes, tissus et types cellulaires quant à la capacité de générer de l’H2S 

endogène. Ainsi, l’enzyme CBS est exprimée de manière prédominante dans le système 

nerveux central, mais on la détecte également dans le foie et le rein. L’enzyme CSE est 

principalement exprimée dans le foie mais aussi dans les reins, les vaisseaux et les muscles 

(Olas, 2015; Szabó, 2007). La MST est présente dans le système nerveux central ainsi que dans 

les cellules musculaires lisses de la paroi des vaisseaux, au niveau de cardiomyocytes, des 

cellules rénales, et des hépatocytes.(Wallace and Wang, 2015). Par ailleurs, au plan fonctionnel, 

il est intéressant de noter que l’activité de CBS peut être directement inhibée par le NO et le 

CO (Olas, 2015; Szabó, 2007).  
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2. Métabolisme de l’H2S 
 

2.1 La S-sulfuration  
 

La sulfuration est le processus dans lequel l’H2S induit une s-sulfuration (ajout d’un ion 

sulfure) du ou des résidu(s) cystéine d’une protéine cible.  

Pour comprendre ce processus de sulfuration, il est important de s’intéresser dans un premier 

temps aux propriétés physicochimiques de l’H2S et aux équilibres qui s’établissent dans 

l’organisme entre les composants chimiques H2S, HS- et S2-. 

H2S est un acide faible diprotique, c’est-à-dire qu’il peut donneur deux protons (=deux atomes 

d’hydrogène, H+) au cours de 2 réactions successives (Benchoam et al., 2019; Filipovic et al., 

2018; Jin et al., 2015; Kimura, 2015) : 

 

H2S ⇌ HS− + H+ (1) 

HS− ⇌ S2− + H+.  (2) 

 

Pour rappel, le pKa est obtenu à partir du Ka, la constante d’acidité ou constante d’équilibre 

d’un couple acido-basique. Les pKa permettent alors de déterminer, en fonction du pH, quelle 

espèce sera prédominante. 

 

En ce qui concerne l’H2S, les pKa de ces 2 réactions sont respectivement : pKa1 de 6,76 à 37°C 

et pKa2 de 17 à 24°C (Filipovic et al., 2018; Yuan et al., 2017). A l’état physiologique (pH 7,4 

et 37 °C), H2S arrive rapidement à l’équilibre avec HS-. La concentration de S2- est négligeable 

dans les tissus biologiques (Filipovic et al., 2018; KIMURA, 2015). Dans les cellules, la 

quantité d’H2S et HS- est presque égale, comme on peut le voir dans le diagramme de 

prédominance du couple H2S/HS- (Figure 37). Dans le plasma et le liquide extracellulaire, la 

proportion d’H2S et HS- est de 20 et 80% respectivement à 37°C et pH 7,4 (Figure 37) (Jin et 

al., 2015; Olson, 2009). 
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Figure 37. Ratio de H2S et HS- en fonction des compartiments cellulaires. (A) Numérotation 
des différents compartiments cellulaires (1 : extracellulaire - 2 : cytosol – 3 : réticulum 
endoplasmique – 4 : noyau – 5 : appareil de Golgi – 6 : mitochondrie – 7/8/9 : endosomes) et 
indication du pH en rouge. (B) Diagramme de prédominance du couple H2S/HS- en fonction du 
pH, les numéros des compartiments cellulaires représentés sur le diagramme en fonction de leur 
pH.  traduit de (Yuan et al., 2017) 

 

Les mécanismes de régulation des concentrations intra vs extracellulaires d’H2S et de HS- ne 

sont pas clairement établis. On sait toutefois que l’H2S peut traverser librement la membrane 

plasmique alors que le passage d’HS- nécessite l’activité d’un canal spécifique permettant un 

échange entre HS- et l’ion chlore (Cl-) (Jin et al., 2015; Kimura, 2015). Il est actuellement 

difficile d’attribuer un rôle spécifique à chacune de ces molécules sulfurées (H2S vs HS-).   

 

Par ailleurs, il est important de noter que pour beaucoup d’auteurs.trices le terme « H2S » 

englobe les 3 formes d’ion sulfure sans distinction (H2S, HS- et S2-). Il est difficile de savoir 

quelle est la forme active (Kimura, 2015) et il parait plus approprié de désigner ces espèces 
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collectivement par les termes « sulfure » ou « sulfure libre total » (Olson, 2009). Par 

commodité, le terme H2S sera de la même manière utilisé tout au long de la thèse pour 

englober les différentes formes libres du sulfure.  

 

Nous pouvons maintenant nous intéresser à la s-sulfuration, également appelée sulfuration, s-

persulfidation ou encore la sulfhydratation (Powell et al., 2018). Durant le processus de s-

sulfuration, un groupe sulfhydryle (= groupement -SH) va être transféré sur un soufre de la cible 

créant ainsi une liaison « sulfane-sulfure » (-SSH) (Viegas et al., 2019; Wallace and Wang, 

2015). La modification consiste alors à modifier le groupe -SH d’un résidu cystéine en groupe 

-SSH (Powell et al., 2018; Zhang et al., 2017) (Figure 38). Cependant le mécanisme de s-

sulfuration induit par H2S est encore discuté.  

 

 
Figure 38. Réaction théorique de la s-sulfuration médiée par H2S. H2S ajoute un groupe sulfhydryle 
au soufre d’un résidu cystéine résultant à la sulfuration des cibles biologiques par la formation de ce lien 
« sulfure-sulfane » (-SSH) –modifié de (Viegas et al., 2019) 

 

La s-sulfuration est une modification biochimique s’accompagnant d’une modulation 

fonctionnelle de l’activité des protéines ainsi sulfurées. Elle peut notamment stimuler la 

réactivité de la protéine et augmenter son activité biologique (Kimura, 2015; Viegas et al., 

2019). Deux exemples illustrent les modifications fonctionnelles induite par la sulfuration de 

protéines cibles : i) la sulfuration des canaux KATP induit par l’H2S entraîne une vasodilatation 

(Powell et al., 2018) ii) la s-sulfhydratation de facteurs de transcription peut induire une 

augmentation ou une diminution de leur activité transcriptionnelle. Nous reviendrons 

notamment sur l’impact de la sulfuration de Keap1 qui a été beaucoup étudié (Viegas et al., 

2019).  
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Bien que ce mécanisme soit établi comme principale voie d’action de l’H2S, les premières 

études s’intéressant à l’H2S n’ont pas évoqué le paradoxe qu’implique cette réaction. En effet 

la s-sulfuration est une réaction d’oxydation et l’H2S n’est capable d’induire cette réaction. 

Nous allons voir qu’il est nécessaire que l’H2S subisse des modifications pour ensuite pouvoir 

agir sur les protéines par le processus de s-sulfuration.  

 

2.2 Oxydation du H2S 
 

Comme mentionné plus haut, la réaction de s-sulfuration est une réaction d’oxydation.  

 

RAPPEL : RÉACTION D’OXYDORÉDUCTION 

v Une réaction d’oxydoréductions se caractérise par un transfert 

d’électrons 

v Un oxydant va être susceptible de gagner un ou plusieurs 

électrons  

v Un réducteur va être susceptible de perdre un ou plusieurs 

électrons  

v La demi-équation d’un couple redox est : réducteur ↔ oxydant + 

n.e-    

Une réaction d’oxydoréduction va être un transfert d’électrons 

d’un réducteur d’un couple redox vers un oxydant d’un autre 

couple 

 

En fonction de fonction de la réaction une espèce peut être oxydant ou réducteur. En revanche, 

ce n’est pas le cas d’H2S, dont le soufre est dans son état d’oxydation le plus bas (-2) (Kimura, 

2015; Wallace and Wang, 2015). Il ne peut pas agir en tant qu’oxydant. Dans son état, il ne 

peut donc pas entraîner la s-sulfuration, c’est-à-dire l’oxydation, des protéines (Greiner et al., 

2013; Benchoam et al., 2019). En effet pour que la réaction d’oxydoréduction se fasse le niveau 

d’oxydation de l’H2S doit être à un niveau d’oxydation plus élevé que l’autre couple redox, 

dans notre cas à une protéine contenant un résidu cystéine (R-SH) (Figure 39). Or, son niveau 

d’oxydation est de -2 également (Figure 40). Les couples redox peuvent être représentés sur 

une échelle de potentielle redox :  
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Figure 39. Représentation du principe d’oxydoréduction entre les couples rédox 
Ox2/Red2 et Ox1/Red1 sur l’échelle de potentielle rédox. L’oxydation peut faire de 
l’oxydant du couple 2 (Ox2) vers le réducteur du couple 1 (Red1) car le couple redox 
1 a une force oxydante plus faible.  

 

 

Figure 40. H2S n’induit pas la S-sulfuration des protéines. L’H2S est au même niveau d’oxydation 
que le sulfure de la cystéine de la protéine cible (R-SH).   

 

C’est une modification de l’H2S qui va lui permettre d’entraîner la s-sulfuration des protéines. 

Pour pouvoir oxyder les protéines, H2S doit lui-même être oxydé. Il est intéressant de noter que 

l’atome de soufre est très polyvalent dans sa capacité à accepter ou donner des électrons, il peut 

alterner entre -2 et +6 états d’oxydation (Yuan et al., 2017). L’oxydation d’H2S conduit à la 

formation de polysulfures. Les polysulfures sont des chaines moléculaires d’un nombre 

variables d’atomes de soufres (Sn
2-, n=2-8). L’augmentation du nombre de soufres augmente 
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les capacités oxydantes du polysulfure. Les polysulfures possèdent donc un plus fort pouvoir 

oxydant comparé à l’H2S (Greiner et al., 2013). Ils vont être ainsi plus haut dans l’échelle et 

capables d’entraîner la réaction de s-sulfuration du résidu cystéine d’une protéine cible (Powell 

et al., 2018) (Figure 41). 

 

 

Figure 41. L’oxydation d’H2S conduit à a formation de produits sulfurées au 

niveau d’oxydation plus élevé. 

 

L’oxydation d’H2S va être la réaction la plus courante et la plus rapide (Corsello et al., 2018). 

Trois enzymes mitochondriales sont principalement responsables du catabolisme de l’H2S en 

catalysant son oxydation : la rhodanèse, la sulfure quinone réductase (SQR) et la sulfure 

dioxygénase (Figure 42).  

 

 

Figure 42. Schéma du système enzymatique mitochondrial du catabolisme de l’oxydation de l’H2S 
(Blachier et al., 2010). 

 
L’oxydation d’H2S peut conduire à la formation d’une variétés de produits : des polysulfures 

(Sn
2-)  mais également  des espèces sulfurées oxydées telles que le sulfite (SO3

2-), le sulfate 

(SO4
2-), le thiosulfate (S2O3

2-), les polythionates (SnOn+2) ainsi que d’autres espèces telles que 

les polysulfures oxydées, des polysulfures organiques (RSSnSR), des persulfures (RSS-) 

(Benchoam et al., 2019; Powell et al., 2018; Yuan et al., 2017).  
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Il a déjà été montré qu’HS- peut être oxydé en solution en présence d’oxygène et de traces de 

métal (Chen and Morris, 1972) sans besoin d’une action enzymatique. Greiner et son équipe 

ont pu déterminer que la formation des polysulfures peut notamment se faire en solution lors 

de la dissolution du NaHS. L’apparition d’un colorée jaune à forte concentrations de NaHS est 

provoquée par les polysulfures (Greiner et al., 2013). 

De plus, Greiner et son équipe ont pu prouver que la s-sulfuration (l’oxydation) de la protéine 

PTEN (« phosphatase and TENsin homolog »), se faisait par la formation de polysulfures après 

ajout de NaHS ou d’H2S gazeux. L’entrée des polysulfures dans la cellules se fait rapidement 

(Greiner et al., 2013).  

  

Pour conclure, l’oxydation d’H2S est maintenant considérée comme une étape indissociable de 

la sulfuration concomitante de protéines cibles. L’oxydation d’H2S entraîne la formation de 

polysulfures. Il est plus probable que les résultats associés à l’H2S soient induits par ces 

polysulfures, issus de l’oxydation de l’H2S (Greiner et al., 2013; KIMURA, 2015) (Figure 43).  
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Figure 43. La S-sulfuration des protéines induite par des produits issus de l’oxydation de l’H2S. 
La réaction 1, la s-sulfuration des protéines par l’H2S n’est pas possible, l’H2S et la protéine cible étant 
au même niveau d’oxydation. En solution H2S (HS- également) peut être subir une oxydation (réaction 
2) conduisant à la formation de produits sulfurées avec un niveau d’oxydation plus élevé. La réaction 3 
est la s-sulfuration des protéines par les produits sulfurés issus de l’oxydation de l’H2S.  

 

De façon plus générale, il est de plus en plus évident qu’une partie des effets attribués au H2S 

résultent en fait de la production de persulfures, polysulfures et autres molécules libres 

contenant du soufre et qui ont été collectivement appelées « Reactive Sulfur Species » RSS 
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(Corsello et al., 2018). Par exemple, il a été montré que H2S4 est capable de la sulfuration du 

facteur de transcription Keap1, et non la forme H2S  (Kimura, 2015).  

 

2.3 Régulation métabolique 
 

Tous les mécanismes de sulfuration de protéines sont réversibles jusqu’à un certain 

stade. Alors que la s-sulfuration entraîne le transfert d’un groupement -SH, la réaction inverse 

va permettre la libération d’H2S. C’est d’ailleurs cette réaction fondamentale qui permet la 

synthèse d’H2S endogène par les enzymes CBS, CSE et MST (Powell et al., 2018). 

 

La sulfuration peut ainsi être considérée comme une forme de stockage de l’H2S. C’est 

essentiellement l’état d’oxydo-réduction de la cellule ou du compartiment cellulaire (par 

exemple la mitochondrie) qui va déterminer la sulfuration de protéines ou au contraire la 

désulfuration conduisant à la libération d’H2S. L’état d’oxydoréduction de la cellule va 

également déterminer le niveau d’oxydation d’H2S et la formation de RSS. De la même façon 

que la sulfuration de protéines, l’oxydation d’H2S peut être une voie critique de stockage et 

possiblement de recyclage d’H2S (Kabil and Banerjee, 2014; Yuan et al., 2017). En particulier, 

on considère que les persulfures (protéines avec un lien « sulfane-sulfure », -SSH) sont 

probablement responsables d’une grande partir de ce que l’on appelle la signalisation H2S 

(Corsello et al., 2018; Greiner et al., 2013; Kimura, 2015). 

 

 Ces processus de sulfuration des protéines et d’oxydation d’H2S permettent donc de  stocker 

mais également de transporter le sulfure dans un état non gazeux moins labile (Olson, 2009). Il 

est ainsi suggéré que moins de 1% du H2S existerait sous sa forme libre au sein des tissus 

(Olson, 2009).  

 

H2S peut être relargué directement après production ou stocké et relargué en réponse à un signal 

physiologique. La libération d’H2S peut se faire dans différentes conditions selon le stockage. 

Lorsque H2S est stocké sous la forme d’un lien « sulfane-sulfure » (-SSH). Il va pouvoir sous 

cette forme être libéré en conditions réductrices. Un stockage d’H2S sous la forme de soufre 

acide-labile est possible, H2S est libéré à un pH 5,4 (Kimura, 2011). Il a été observé qu’une 

application d’H2S exogène entraîne une abortion immédiate et un stockage d’H2S en tant que 

lien « sulfane-sulfure » (Ishigami et al., 2009). La s-sulfuration de protéines semble être une 

forme privilégiée et principale de stockage de l’H2S.  
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Une autre régulation de la quantité de l’H2S se fait par une régulation par des signaux dérivant 

du milieu extracellulaire des enzymes permettant sa synthèse décrites plus haut : CSE, CBS, 

CAT et MST. CSE semble être l’enzyme dont l’activité est la plus amplement régulée par des 

signaux extracellulaires. Son expression peut notamment être modulée par différentes 

médiateurs de l’inflammation comme le TNF-⍺ (Paul and Snyder, 2015) qui promeut la 

transcription du gène CSE et induit ainsi la synthèse intracellulaire d’H2S. L’H2S néoformé, 

entraîne la sulfuration la sous-unité p65 de NF-kB, stimulant sa liaison avec le coactivateur 

ribosomal S3, ce qui entraine une augmentation de la sécrétion de cytokine anti-inflammatoire 

TGF-β (Viegas et al., 2019). CBS ne semble pas être induite par des médiateurs de 

l’inflammation mais par sa liaison avec certains métabolites. Par ailleurs, le NO et le CO 

semblent également capable de moduler l’activité de CBS (Paul and Snyder, 2015). 

 

Donc pour résumer les étapes conduisant à la s-sulfuration de protéines (voir schéma 

récapitulatif Figure 44) :  

v H2S est incorporé via la membrane plasmique ou synthétisé dans la cellule par des 

enzymes spécifiques (CSE, CBS, 3-MST) à partir de la L-cystéine ; 

v L’oxydation (l’auto-oxydation ou celle médiée par les enzymes mitochondriales du 

sytème SQR : rhodanèse, SQR et la sulfure dioxygénase) conduit à la formation de 

produits oxydés issus de l’H2S ;  

v S-sulfuration de protéines cibles au niveau de leur résidu cystéine, formant un lien 

« sulfure-sulfane » (-SSH) par les produits issus de l’oxydation d’H2S 

v Stockage : H2S peut être ainsi stocker sous la forme de liaison -SSH et peut être ainsi 

libéré (ex : agent réducteur).  

La s-sulfuration sert à la fois de stockage d’H2S mais va également moduler l’activité de 

certaines protéines entraînant une stimulation ou inhibition de leur activité.  
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Figure 44. Métabolisme de l’H2S dans la cellule.  

 

3. Manipulation et détection de l’H2S  
 

Les caractéristiques de l’H2S, notamment son caractère gazeux et sa susceptibilité aux 

processus d’oxydation amène une première question essentielle lorsque l’on veut l’étudier 

expérimentalement : comment le manipuler ? L’utilisation direct du gaz est possible mais 

difficilement applicable lors d’une étude in vitro en laboratoire (Rivers et al., 2012). L’H2S est 

en effet un gaz toxique et inflammable, auquel on préfère d’autres formes physiques d’ions 

sulfure (Powell et al., 2018). De plus, il est difficile d’assurer une constance dans la 

concentration/quantité de gaz en contact avec les cellules. La solution la plus souvent choisie 

pour répondre à cette problématique est l’utilisation de « donneurs d’H2S » (Filipovic et al., 

2018). 

3.1 Donneurs d’H2S  
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Il existe différentes catégories de donneurs d’H2S. Les plus couramment utilisés dans 

les études biologiques sont les sels de sulfures : l’hydrosulfure de sodium (NaHS) et le sulfure 

de sodium (Na2S) (Powell et al., 2018). Bien que communément appelés donneurs, les sels de 

sulfure sont simplement des analogues solides du gaz, offrant un accès direct et instantané aux 

formes de sulfure biologiquement actives (H2S et HS-). Ces sels de sulfures sont des donneurs 

rapides d’H2S. Ils s’hydrolysent en effet immédiatement après leur dissolution dans l’eau. Par 

exemple, le NaHS, donneur le plus utilisé, va rapidement se dissocier en solution pour donner 

les ions Na+ et HS-. Cette réaction est immédiatement suivie par l’obtention d’un état d’équilibre 

entre les espèces H2S, HS- et S2-, libérant ainsi de l’H2S (Carubbi et al., 2013). Cette hydrolyse 

immédiate des sels de sulfure entraîne une libération rapide et forte d’H2S à des concentrations 

tissulaires supra physiologiques. Ces fortes concentrations chutent rapidement avec la 

volatilisation de l’H2S (Powell et al., 2018). C’est pourquoi il est préférable de conserver le 

NaHS sous sa forme solide, d’éviter de le stocker en solution mère et de préparer la solution 

extemporanément à chaque utilisation (Filipovic et al., 2018). La cinétique de volatilisation 

rapide de l’H2S indique que certains effets biologiques retard observés après application de 

NaHS (comme par exemple les effets observés sur la prolifération et la migration cellulaires) 

ne sont pas liés à la persistance d’H2S libre (Yuan et al., 2017) mais aux polysulfures et/ou aux 

protéines sulfurylées (= ayant subi une s-sulfuration) générées par le pic d’H2S induit par l’ajout 

de NaHS .  

 

Pour l’étude de l’H2S endogène et de ses rôles, l’utilisation de donneurs « lents » d’H2S est 

privilégiée. Il existe en effet des donneurs lents, principalement le composé GYY4137 qui 

libère l’H2S par hydrolyse, suivant une cinétique beaucoup plus lente et à des concentrations 

beaucoup plus faibles qu’observé après traitement par le NaHS (Zhao et al., 2014). GYY4137 

induit ainsi un pic d’H2S au bout de 10min contre 10s pour le NaHS à pH 7,4 (Powell et al., 

2018).  

 

Ces 2 types de donneurs (lents vs rapides) sont privilégiés, dont les principaux représentants 

sont respectivement le NaHS ou le GYY4137, bien qu’il existe de nombreux autres catégories 

de donneurs d’H2S (Powell et al., 2018; Rivers et al., 2012). 
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Il est donc important de prendre en considération le donneur d’H2S utilisé dans chaque étude 

pour pouvoir comparer les résultats obtenus. Les différences dans la méthode d’application et 

le choix du donneur peuvent en effet expliquer les différences de résultats.  

 

3.2 Détection d’H2S  
 

Comme nous venons de la voir, le choix du donneur d’H2S est important pour comparer 

les effets observés entre études. Mais il est également important de pouvoir détecter l’H2S afin 

de connaitre l’évolution de sa concentration à l’échelle cellulaire et/ou tissulaire.  

Différentes techniques ont été mises au point pour mesurer la quantité d’H2S dans un liquide. 

La méthode classiquement utilisée est la technique du bleu de méthylène. Cette technique 

repose sur la « capture » de l’H2S par un métal (généralement l’acétate de zinc – H2S est piégé 

par Zn2+ sous la forme ZnS) ; le soufre réagit ensuite avec la N,N-dimethyl-p-phenylenediamine 

en présence de FeCl3 en condition acide  (Peng et al., 2012). Cette réaction produite par la 

présence d’H2S et catalysée par le FeCl3 est une substitution aromatique électrophile de la N,N-

dimethyl-p-phenylenediamine (Hartle and Pluth, 2016). Le résultat de cette réaction est la 

formation de bleu de méthylène qui peut alors être mesuré avec un spectrophotomètre à une 

longueur d’onde de 670 nm (Figure 45) (Kolluru et al., 2013).  

 

Figure 45. Réaction impliquée dans la détection d’H2S par la méthode du bleu de 

méthylène (Peng et al., 2012). 

La mesure de l’anion sulfure S2- par une électrode sélective d’ions est également utilisée pour 

mesurer l’H2S (Olson, 2009).  

Ces 2 méthodes ont permis notamment d’évaluer la concentration d’H2S dans le plasma ou le 

sang. Néanmoins elles nécessitent un délai entre le prélèvement et la mesure de sulfure alors 
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que la méthode par capteur polarographie de l’H2S permet une mesure directe de l’H2S gazeux 

en solution sans modification de l’échantillon (Olson, 2009).  

Il existe également des méthodes de détection par sonde permettant de suivre le devenir l’H2S 

au sein des cellules. Jusqu’à présent, cette approche a été appliquée principalement sur des 

cellules provenant de lignées tumorales (HeLA ou MCF-7) (Figure 46) (Qiao et al., 2019; 

Singha et al., 2015; Xiong et al., 2018; Zhang et al., 2016). Cette technique utilise du NaHS ou 

du Na2S, en co-incubation, avant ou après l’ajout de la sonde d’H2S. Toutefois, il faut noter que 

les rares études ayant utilisé cette technique se sont surtout attachées à évaluer la sensibilité et 

la spécificité des sondes d’H2S dans des conditions de concentrations croissantes d’H2S. Cette 

méthode permet essentiellement de vérifier l’évolution de la présence intracellulaire d’H2S 

après ajout d’H2S gazeux ou de donneur d’H2S.  

 

Figure 46. Marquage d’H2S par une sonde fluorescente après ajout de NaHS (150 µM) dans 

des cellules MCF-7 (Xiong et al., 2018).  
 

4. Localisation et concentration cellulaire et extracellulaire dans le corps 
humain 

 
Comme mentionnée auparavant, l’H2S en tant que gazotransmetteur peut se diffuser 

librement dans le cytoplasme des cellules à travers la membrane plasmique. Il est supposé que 

c’est principalement sous cette forme gazeuse qu’il va pouvoir entrer dans la cellule (Carbajo 

and Maraver, 2017; Yuan et al., 2017). Cette caractéristique essentielle rend particulièrement 

difficile son dosage dans les cellules, tissus et organes. 
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4.1 Dans le corps humain 
 

Afin d’identifier les sites de synthèse endogène d’H2S et d’en déduire ses potentielles 

fonctions, il est intéressant d’analyser le pattern d’expression des enzymes permettant cette 

synthèse. L’expression de CSE a été démontrée dans un grand nombre de localisations 

notamment le système cardiovasculaire, le foie, les reins, l’utérus, le placenta, les îlots 

pancréatiques, les poumons, l’appareil gastro-intestinal ainsi que le cerveau. CBS est 

principalement exprimée dans le cerveau mais également dans le foie, les reins, le pancréas, les 

poumons et l’appareil gastro-intestinal. MST est quant à elle est retrouvée dans le cerveau, mais 

aussi dans les cellules muscles lisses vasculaires, les cardiomyocytes, le rein et le foie (Wallace 

and Wang, 2015). On peut donc anticiper que les effets de l’H2S endogène s’exercent sur un 

grand nombre de types cellulaires chez l’homme. 

 

La concentration d’H2S a été mesurée dans le plasma, le sang et également le cerveau. En 

fonction des études, différentes concentrations sont rapportées. Akter et al, ont mesuré des 

concentrations allant de 1 à 160 mM, les plus fortes valeurs étant retrouvées dans le cerveau et 

le sang (Akter, 2016). Olson et al, ont montré un taux beaucoup plus faible d’H2S compris entre 

30-300 µM dans le plasma et le sang (Olson, 2009). Jin et al, ont détecté une concentration dans 

le sang comprise entre 1et 300 µM alors que dans le cerveau ces concentrations variaient de 50 

à160 µM (Jin et al., 2015).  

 

Les différences de  méthodes de détections peuvent expliquer la disparité de ces résultats (Jin 

et al., 2015). La sensibilité des techniques s’est d’ailleurs considérablement améliorée au fil du 

temps. Ainsi, de 1980 à 2000 parmi 11 études, seuls 2 ont pu détecter une concentration 

mesurable d’H2S dans le sang (2 à 6 µM). De 2000 à 2008, 30 études sur un total 39, ont 

rapporté des valeurs mesurables dans le sang, entre 30 et 300 µM, en utilisant la technique de 

mesure au bleu de méthylène ou avec une électrode sélective de S2-  (Olson, 2009). En revanche, 

l’utilisation du capteur polarographie pour mesurer l’H2S en temps réel n’a jusqu’à présent pas 

permis de détecter l’H2S circulant dans le plasma ou le sang. D’où une remise en question par 

certains.es auteurs.trices de la présence d’H2S dans le sang humain et, globalement, chez les 

vertébrés (Whitfield et al., 2008). De la même façon que pour le sang, des difficultés techniques 

ont été rencontrées pour déterminer la concentration réelle d’H2S présent dans les tissus solides, 

les estimations pouvant varier du µM au nM. D’une façon générale, les mesures d’H2S sont 
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rendues particulièrement complexes du fait des multiples formes de stockage qu’il peut adopter, 

notamment  sous la forme de liaison « sulfane-sulfure » (-SSH) (Vandiver and Snyder, 2012). 

En effet, comme nous l’avons évoqué plus haut, peu d’H2S libre va circuler, il va être 

immédiatement pris en charge : oxydé puis stocké sous la forme d’une liaison « sulfane-

sulfure » (-SSH), sur une protéine après s-sulfuration (R-SSH). Il est ainsi difficile d’évaluer la 

réelle quantité d’H2S (Filipovic et al., 2018). La présence de protéines spécialisées et les 

impacts observés de l’H2S sont nombreux, il est évident que l’absence d’une mesure fiable de 

l’H2S dans le sang ne permet pas de remettre en cause son absence chez les vertébrés. Pour 

contourner ce problème, il serait intéressant de mesurer les protéines contenant cette liaison 

« sulfane-sulfure » (-SSH) ainsi que la quantité de RSS qui vont être produits du fait de la 

présence d’H2S. Ces méthodes indirectes permettant d’évaluer la présence d’H2S seraient 

possiblement plus sensibles. Cependant, en ce qui concerne la mesure de RSS, se poserait un 

problème potentiel de spécificité des techniques de mesure. Il a en été montré récemment que 

les méthodes de mesure des ROS ne permettent pas de discriminer les ROS des RSS et seraient 

même plus sensibles à la présence de RSS (Yuan et al., 2017). Il n’existe donc pas encore de 

méthodes fiables pour doser spécifiquement les RSS, il est alors encore difficile d’évaluer 

l’importance physiologique d’H2S et son champ d’action. Seules des améliorations 

substantielles des méthodes de mesures d’H2S sous forme libre et/ou stockée permettront 

d’approfondir nos connaissances sur l’H2S endogène.  

 

4.2 Dans la peau  
 

Il n’y a pas d’étude ayant investigué spécifiquement l’expression des enzymes de 

synthèse d’H2S dans la peau humaine. Toutefois, une exploration de la banque de données 

‘Human Protein Atlas » (https://www.proteinatlas.org/) montre que CSE et MST sont détectés 

à l’échelle protéique et génomique dans la peau humaine, avec pour ce qui est de MST (codé 

par le gène MSPT) une expression protéique est détectée au niveau des fibroblastes et des 

kératinocytes. On peut donc supposer qu’H2S est produit in situ par les cellules cutanées 

humaines.   

 

Une caractéristique spécifique à la peau, et plus particulière à l’épiderme, est que certaines 

zones tissulaires cutanées présentent un pH physiologiquement acide. Quand nous avons décrit 

la proportion des différentes formes d’H2S en situation physiologique, on se plaçait à pH 7,4 et 

à une température de 37°C. Dans ces conditions, l’équilibre entre H2S et HS-  + H+ (Jin et al., 
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2015; Olson, 2009) est en défaveur d’H2S à hauteur d’un ratio ¼. Cependant, dans l’épiderme, 

l’environnement extracellulaire étant plus acide (pH 4,5-6,5) et la température est légèrement 

plus basse (35°C), c’est l’H2S se retrouve alors majoritaire, et virtuellement, ce serait même la 

seule forme existante, si l’on se base sur des analyses antérieures portant sur l’H2S exogène 

appliqué à la peau (Figure 47) (Carbajo and Maraver, 2017; Szabo, 2017).  

 

Figure 47. Concentrations du sulfure d’hydrogène en fonction du pH dans la 

peau (Carbajo and Maraver, 2017). 
 

5. Effets biologiques de H2S 
 

Maintenant que les bases biochimiques concernant l’H2S sont posées, on peut s’intéresser 

aux effets biologiques, de l’H2S en gardant toutefois à l’esprit les limitations décrites plus haut : 

i) différences entre H2S endogène et H2S exogène, ii) difficulté à discerner les effets exercés 

par H2S de ceux exercés par les molécules avec lesquelles H2S est en échange constant. Les 

premiers effets connus ont été identifiés depuis des centaines d’années. Et comme nous allons 

le voir tout au long de ce chapitre, pour tout effet observé, nous pouvons observer également 

l’effet inverse.  

 

5.1 Effets cliniques connus  
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5.1.1 Toxicité 
 

Avant d’être rattaché à la famille des gazotransmetteurs et avant d’être étudié en tant 

que molécule signal, l’H2S était surtout connu comme étant un gaz odorant et toxique. Ses effets 

toxiques majeurs s’exercent essentiellement sur le système nerveux central et le système 

respiratoire (Chen et al., 2007). La détection par le système olfactif humain de l’odeur 

caractéristique de l’H2S (odeur « d’œuf pourri ») se fait à partir de 0,02-0,03 ppm. Des maux 

de têtes sont possibles dès 4 ppm (Gadalla and Snyder, 2010). À partir de 100 ppm, il y a une 

perte olfactive dû à une toxicité directe sur les nerfs olfactifs. À 300-500 ppm, le danger est 

alors mortel, avec une possibilité d’œdème pulmonaire. Au-delà de 500 ppm, la perte de 

conscience est rapide, suivie d’un arrêt cardio-respiratoire et de la mort (Filipovic et al., 2018). 

Les victimes d’une intoxication à l’H2S sont généralement des travailleurs.euses de l’industrie 

ou des égouts (Daldal et al., 2010).  

 

Au plan moléculaire, des travaux sur la toxicité de l’H2S ont montré qu’à une forte dose, l’H2S 

est un inhibiteur de la cytochrome c oxydase, une enzyme critique pour la respiration 

mitochondriale permettant la synthèse d’ATP à partir d’oxygène (Chen et al., 2007; Gadalla 

and Snyder, 2010; Nicholls and Kim, 1982). Un tel effet inhibiteur semble se produire 

initialement de façon limité au niveau des cellules de l’appareil respiratoire en contact direct 

avec l’H2S, y compris à des doses d’exposition relativement faible (30 ppm) comme démontré 

chez le rat (Dorman et al., 2002). La synthèse d’ATP, énergie nécessaire au fonctionnement de 

la cellule, s’effectue principalement au niveau de la chaîne respiratoire. Les électrons rentrant 

dans la chaîne sont nécessaires tout au long de la chaîne participant ainsi à la synthèse finale 

d’ATP à partir d’oxygène (Figure 48). H2S, en inhibant la cytochrome c oxydase, entraîne une 

diminution du flux d’électrons et par conséquent une diminution de la synthèse d’ATP (Vicente 

et al., 2016). Cette diminution d’énergie peut alors conduire à des lésions et/ou 

dysfonctionnements cellulaires (Alonso et al., 2003).  

 



Introduction Bibliographique 

Chapitre 3 : Le sulfure d’hydrogène (H2S)  

 104 

 

Figure 48. Chaîne respiratoire mitochondriale. La chaîne respiratoire est composée de différents 
complexes. Un flux d’électrons va permettre d’arriver à l’ATP synthase conduisant à la formation 
d’ATP. Le cytochrome c oxydase est situé entre le complexe III et IV, et son inhibition bloque le passage 
des électrons au complexe IV (Sapkota et al, 2020). 

5.1.2 Bienfaits – eaux thermales  
 

En parallèle à l’effet toxique connu de l’H2S, ses bienfaits sont également reconnus depuis des 

siècles à travers le monde, via le biais des eaux thermales riches en sulfure. Nos connaissances 

sur l’utilisation des eaux thermales dans un but thérapeutique remontent aux Grecs anciens, aux 

Babyloniens, aux Mésopotamiens et aux Romains  (Riyaz and Arakkal, 2011), l’origine précise 

est cependant difficile à déterminer. Les eaux thermales étaient alors déjà utilisées comme 

traitement pour certaines pathologies comme dans le cas de rhumatismes, des maladies 

respiratoires, des maladies de peau (Gianfaldoni et al., 2017; Huang et al., 2018). Au fil du 

temps, il a pu être associé à des compositions particulières des eaux thermales des bienfaits 

pour des types de pathologies. Les eaux utilisées dans le traitement des pathologies 

dermatologiques  peuvent varier dans leurs propriétés physico-chimiques mais sont 

généralement riche en sulfure, H2S et sulfates (Matz et al., 2003), particulièrement dans les 

pathologies inflammatoires telles que le psoriasis, la dermatite atopique, des ulcères, mais 

également l’acné, l’eczéma, le prurit (Matz et al., 2003). Les eaux thermales riches en sulfure 

sont également utilisées pour traiter des maladies respiratoires et les troubles musculaires 
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(Carbajo and Maraver, 2017; Carubbi et al., 2013). La concentration de HS- et S2- dans les eaux 

thermales : 0.5 à 20mg/l (d’équivalent H2S) (Carubbi et al., 2013) 

Les eaux thermales sont à nouveau utilisées comme traitement depuis au moins 2 siècles, les 

effets cliniques avec l’amélioration des pathologies suite aux bains dans les eaux thermales sont 

reconnus, pourtant peu de preuves scientifiques ont été identifiées (Carubbi et al., 2013).  

Néanmoins des études rapportent des propriétés de l’H2S pouvant expliquer les effets cliniques 

observés : des propriétés bactéricides et antifongiques  qui permettraient de soigner les ulcères 

(Carbajo and Maraver, 2017) (Davinelli et al., 2019) mais également des propriétés 

analgésiques, antioxydantes et anti-inflammatoires (Viegas et al., 2019). 

 

5.2 Effets moléculaires  
 

Nous allons nous intéresser alors aux effets moléculaires identifiés pouvant expliquer 

les effets bénéfiques des eaux thermales, en nous concentrant alors sur les processus en lien 

avec la cicatrisation cutanée et en essayent de se focaliser sur le cas de brûlure : les effets 

inflammatoires, les effets sur l’angiogenèse, sur la viabilité et la prolifération et les effets sur le 

stress oxydant.  

 

Nous allons le voir rapidement mais pour tous les processus étudiés, le rôle de l’H2S est 

controversé car on retrouve des effets soit stimulant soit inhibant (Carubbi et al., 2013).  Pour 

éviter des biais dans les résultats pouvant être dû à une différence de donneurs de H2S, nous 

nous concentrons sur les études utilisant du NaHS, le donneur le plus couramment utilisé.  

 

5.2.1 Inflammation  
 

Les effets bénéfiques des eaux thermales sur des pathologies inflammatoires ont 

supposé dans un premier temps un effet anti-inflammatoire de l’H2S, l’utilisation des eaux 

thermales entraînant une amélioration de la maladie avec une diminution de l’inflammation. 

Pourtant l’utilisation d’eau thermale sulfurée sur la peau peut provoquer des affections cutanées 

allant de la dermatite irritative aux brûlure chimiques (Carbajo and Maraver, 2017).  

 

Anti-inflammatoire  
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Un rôle anti-inflammatoire de H2S a été de la même façon identifiée dans plusieurs études. H2S 

entrainerait une diminution de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 et IL-8, IL-1β 

(Burguera et al., 2014; Chen and Liu, 2016; Guan et al., 2020; Luo et al., 2017; Perry et al., 

2011; Wang et al., 2020). Dans toutes ces études, l’inflammation a été induite par l’ajout d’un 

stimulus (IL-1β, fumée de cigarette, acide palmitique…). L’effet anti-inflammatoire de l’H2S a 

pu être observé uniquement en condition inflammatoire. En effet, les études ayant testé l’impact 

du NaHS seul n’ont pas observé d’effet sur l’inflammation (Guan et al., 2020; Luo et al., 2017; 

Perry et al., 2011).  

 

Pro-inflammatoire  

Dans la majeure partie de ces études, il a été observé une augmentation de molécules pro-

inflammatoires suite à l’ajout de NaHS (un donneur en H2S) entraîne une augmentation de 

molécule pro-inflammatoires, tels que TNF-α, IL-1β, IL-6 (Li et al., 2005, 2006; Whiteman et 

al., 2010; Zhang et al., 2010; Zhi et al., 2007). Zhi et al, ont pu observer qu’une stimulation de 

monocytes humains (cellules U937) de 0,1 mM à 1 mM de NaHS entrainait au bout de 4h une 

augmentation de TNF-⍺,	d’IL-6	et	d’IL-1 (Zhi et al., 2007). Dans le cas de l’étude de Li et al, 

ils se sont placés dans un contexte inflammatoire dû au LPS dans un modèle chez la souris, ils 

ont alors pu observer que l’ajout de NaHS entraîne une augmentation de TNF-⍺. De nombreuses 

études sur l’impact du NaHS sont répertoriées dans la revue de Whiteman et Winyard : 11 

études montrent un rôle pro-inflammatoires du NaHS avec notamment la stimulation de 

l’expression de cytokines pro inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNF-⍺, CXCL2, IL-8, MCP1, 

MIP1) dans un contexte inflammatoire et 2 études indiquent un rôle anti-inflammatoire  

(Whiteman and Winyard, 2011). Il faut néanmoins souligner que parmi ces 11 études, 9 utilisent 

un modèle animal (rongeur).  

 

Dans la peau  

Trois études ont observé un effet anti-inflammatoire du NaHS dans des kératinocytes provenant 

de lignées (NCTC 244 et HaCaT) avec une diminution de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, 

IL-1β et IL-8) (voir Tableau 5) (Merighi et al., 2012; Mirandola et al., 2011; Yang et al., 2011).  

Dans le cas de la brûlure, le NaHS pourrait alors avoir un effet d’amplification de 

l’inflammation. Les études de Zhang et al et Bhatia et al ont en effet pu mettre en évidence 

cette action du NaHS. Dans ces 2 études, une brûlure a été appliquée sur un modèle chez la 

souris. Ils ont pu constater qu’une aggravation de l’inflammation systémique (Bhatia, 
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2012) avec notamment une augmentation de l’infiltration des leucocytes ainsi qu’une 

augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires tels que l’IL-6, le TNF-⍺ et l’IL-

1β  (Zhang et al., 2010). Zhang et al ont pu observer cette stimulation de l’inflammation dès 

0 ,1 mM de NaHS.  

 

Une hypothèse souvent proposée pour expliquer cette différence de rôle sur l’inflammation 

serait dû au choix du donneur. Les donneurs rapides comme le NaHS entraînerait un pic élevé 

d’H2S et aurait alors un rôle pro-inflammatoire tandis que des donneurs lents entraîneraient une 

faible augmentation d’H2S, plus semblable aux concentrations d’H2S endogène et aurait alors 

un effet anti-inflammatoire (Whiteman et al., 2010). Pourtant comme nous avons pu le voir en 

ne se concentrant qu’aux études utilisant du NaHS, on retrouve à la fois des résultats montrant 

un rôle pro-inflammatoires et d’autres montrant un effet anti-inflammatoire.   

 

L’autre hypothèse est liée en partie à l’hypothèse qu’on vient d’évoquer sur le choix du donneur. 

Ce double rôle dans l’inflammation pourrait être dû à un effet dose dépendant. Le NO et CO 

ont des rôles complexes dépendant de leur concentration. C’est pourquoi plusieurs articles 

proposent que H2S, de la même manière a un rôle dose dépendant. L’idée principalement 

abordée serait qu’une faible concentration d’H2S entrainerait un effet anti-inflammatoire, ce qui 

comprend le rôle du H2S endogène alors que l’effet pro-inflammatoire serait dû à des fortes 

concentrations de H2S (Guo et al., 2016; Hellmich and Szabo, 2015). De nouveau, cette 

hypothèse n’explique pas tous les résultats, des résultats montrant que des tests à de faibles 

concentrations de NaHS, dès 0,1 mM, peuvent entraîner une stimulation de l’inflammation et 

de l’expression des cytokines pro-inflammatoires (Zhang et al., 2010; Zhi et al., 2007) et 

inversement. De plus dans le modèle souris de Zhang et al, l’ajout de PAG sur la brûlure sur le 

modèle souris a entraîné une diminution de la production d’H2S endogène. Cette diminution 

d’H2S endogène est accompagnée d’une diminution de l’inflammation. Dans ce contexte de 

brûlure H2S aurait un rôle pro-inflammatoire qu’il soit endogène ou exogène. Leur hypothèse 

est que l’H2S aurait un rôle pro-inflammatoire dans un premier temps post-brûlure puis aurait 

ensuit un rôle anti-inflammatoire (Zhang et al., 2010).  

 

5.2.2 Sur vaisseaux sanguins – angiogenèse 
 

L’H2S dans les eaux thermales a été reconnu comme étant un vasodilatateur favorisant 

également la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins  (Carbajo and Maraver, 2017; Rivers 
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et al., 2012). Wang et son équipe ont étudié l’impact du NaHS sur l’angiogenèse. En stimulant 

les HUVEC par dans un premier temps une faible concentration de NaHS (10-20µM), celle-ci 

entraîne une augmentation de la prolifération des cellules endothéliales. Des concentrations 

plus fortes de NaHS (500-1000µM) ont réduit la viabilité des cellules endothéliales. Ils ont 

également pu observer un effet dose dépendant dans la migration des cellules endothéliales, à 

faible concentration la migration est stimulée. Ils ont pu noter une amélioration de l’adhérence 

après ajout de NaHS (1-200µM). Ils ont montré de manière globale qu’à faible concentration 

de NaHS, l’angiogenèse est stimulé. Au-delà de 200µM au contraire, on observe une inhibition 

de l’angiogenèse (Cai et al., 2007; Wu et al., 2015). L’effet vasodilatateur de l’H2S serait dû à 

son action sur les canaux potassiques K+ (canaux ATP dépendant possédant 9 cystéines). La 

sulfuration des canaux K+ par H2S entraîne leur modification conduisant à un effet vasorelaxant 

(Gadalla and Snyder, 2010).  

 

5.2.3 Viabilité et prolifération  
 

Plusieurs études se sont intéressées à l’impact de l’H2S sur la viabilité et la prolifération 

des cellules. La majorité de ces études s’y sont intéressés dans un contexte cancéreux, l’H2S 

étant retrouvé surexprimé dans certains cancers. On retrouve également d’autres études utilisant 

des cellules normales non cancéreuses. Cependant on retrouve encore des résultats 

contradictoires pour des études similaires. Il a été observé par exemple que le NaHS entraîne 

une augmentation de la prolifération et de la viabilité cellulaire en stimulant la voie Akt dans 

ces cellules ce myélome (Zheng et al., 2016), également sur des cellules cancéreuses de colons 

(Cai et al, 2010). Il a été observé également dans une étude sur une lignée de kératinocytes 

(HaCaT), une stimulation de la prolifération par le NaHS (Xie et al., 2016a). En parallèle on 

trouve des études montrant une diminution de la prolifération après ajout de NaHS, dans des 

cellules normales et cancéreuses : cellules épithéliales de colons normales et cancéreuses (Wu 

et al 2012), cellules de carcinomes thyroïdiens, cellules musculaires lisses de voies aériennes 

(Perry et al., 2011), hépatocytes (Fan et al., 2013). cellules de lignées kératinocytaires NCTC 

2544 (Gobbi et al., 2009; Merighi et al., 2012). 

 

Certaines études ont également observé un effet stimulant la prolifération à des concentrations 

faibles de NaHS puis un effet inhibant la prolifération à des concentrations plus élevées (Wu et 

al, 2017) (Wu et al 2019). Ces études ont évoqué alors un rôle dose dépendant de l’H2S sur la 

prolifération comme il a été évoqué par exemple pour l’inflammation. Pourtant on retrouve 
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dans les autres études des résultats contradictoires n’observant pas cette effet dose. De plus, 

l’étude de Perry et al, 2011, a observé des effets similaires sur la prolifération en utilisant un 

donneur rapide NaHS et un donneur lent GYY4137.  

 

5.2.4 Oxydoréduction 
 

H2S est le thiol le plus simple (composé organique de formule générique R–SH, où R 

est un résidu organique (alkyle ou aryle, par exemple) et –SH le, analogue au groupe hydroxyle 

–OH des alcools en remplaçant l'atome d'oxygène par un atome de soufre), et par conséquent 

un agent réducteur. HS- est une molécule nucléophile (nucléophilie élevée, capacité à donner 

une paire d’électrons et à former une liaison covalente). Cela peut s’explique par sa charge 

négative et par l’électronégativité relativement faible du soufre (Filipovic et al., 2018). HS- est 

facilement oxydée en radical hydrosulfure (HS•) qui est une espèce oxydante (Bełtowski, 2015). 

L’H2S a un rôle important dans des processus physiologiques et pathologiques impliquant des 

processus d’oxydoréduction et modifiant alors la balance redox (Yuan et al., 2017).  

 

Pro-oxydant 

Dans des solutions aqueuses, comme nous l’avons évoqué plus haut, l’auto-oxydation d’H2S 

est inévitable avec la présence d’oxygène. Les traces de métal tel que le fer, qui existent dans 

le milieu de culture et le plasma sanguin servent de catalyseur pour l’oxydation. Pour rappel, 

l’oxydation d’H2S donne naissance à des radicaux thiyle, hautement réactifs qui peuvent se 

combiner avec eux-mêmes pour produire du disulfure d’hydrogène, du trisulfure d’hydrogène 

et d’autres composés polysulfurés. Ces composés sulfurés, qui comprennent polysulfures et 

persulfures, sont appelés les reactive sulfur species (RSS). Cependant ces RSS, comme les 

ROS, sont des espèces hautement réactives pouvant causer un stress oxydant.  

 

Antioxydant 

H2S est considéré comme un agent réducteur comme il correspond à l’état d’oxydation -2 du 

soufre. Mais le potentiel de réduction de H2S est faible (-0.23V), plus faible que la cystéine. 

Dans des conditions physiologiques, l’H2S est moins susceptible d’être un réducteur efficace 

(Yuan et al., 2017). L’action antioxydante de l’H2S a pu être observé dans diverses études. Il a 

été observé que suite à l’induction d’un stress oxydant, par exemple une exposition à de la 

fumée de cigarette (Zhao et al., 2018) ou bien un contact avec du gaz moutarde (Meng et al., 
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2017), l’ajout de NaHS a permis d’atténuer l’effet du stress oxydant avec une diminution 

notamment des ROS.  

 

L’action antioxydante de l’H2S a été montrée comme agissant à différent niveau dans la balance 

redox (Corsello et al., 2018; Jin et al., 2015; Xie et al., 2016a):  

- Direct quenching des ROS 

- Modulation des antioxydants cellulaires (GSH)  

- Activation de l’expression d’antioxydant  

H2S a été montré comme capable de piéger les ROS et RNS (reactive nitrogen species). En 

effet, les molécules contenant groupe SH, comme H2S, HS-, HS-SH, HSS- peuvent inverser les 

dommages dus au ROS/RNS en donnant un atome d’hydrogène aux radicaux (sur le carbone) 

(Corsello et al., 2018).  

 

Le rôle d’H2S sur l’activation de l’expression de gènes antioxydants a particulièrement été 

développé. En condition de stress oxydant, l’ajout d’H2S entraîne une augmentation de 

l’expression et de l’activité de Nrf2 (Corsello et al., 2018; Zhao et al., 2018). Il se trouve que 

Nrf2 a un rôle majeur dans la réponse antioxydante. Nrf2, appartient à la famille des 

Cap’n’Collar des facteurs de transcription, il médie l’expression de gènes cytoprotecteurs qui 

défendent les cellules du stress oxydatif et des dommages cellulaires. En situation normale, 

Nrf2 est lié à un complexe Keap1(Kelch-like ECH-assiocated protein 1) /Cul-Rbx1 dans le 

cytosol des cellules. Ce complexe va dégrader constamment Nrf2. C’est le complexe Cul3 et 

Rbx1 qui sont responsables de la dégradation par l’ubiquitination de Nrf2 Lors d’une 

augmentation de radicaux libres et de pro-oxydants (tels que les ROS), des stimulus vont 

changer la conformation de Keap1 ce qui va libérer Nrf2 qui pourra alors être transféré dans le 

noyau et agir comme facteur de transcription et induire l’expression de gènes antioxydants tels 

que les gènes SOD, NQO1. Nrf2 régule également l’expression des gènes Cul3 et Rbx1 ce qui 

permet une autorégulation de cette voie (Glory and Averill-Bates, 2016; Kaspar and Jaiswal, 

2010; Li et al., 2019).  

 

Il a été montré que H2S entraîne une s-sulfuration de Keap1 entraînant la dissociation de Nrf2 

augmentant ainsi sa translocation nucléaire. Nrf2 se fixent alors au promoteur et induit 

transcription de gènes anti oxydant comme CAT, SOD1, GST (Corsello et al., 2018). Meng et 
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son équipe ont pu mettre en évidence qu’après induction du stress oxydant au gaz de moutarde, 

le NaHS entraîne bien un transfert du Nrf2 dans le noyau (Meng et al., 2017).  

 

Nous l’avons évoqué plus haut mais il est intéressant de préciser à nouveau qu’H2S ne serait 

pas capable d’agir sur Keap1, mais qu’une forme oxydée d’H2S, H2S4 qui peut entraîner la 

sulfuration de Keap1 et dissocier ainsi Nrf2 (Kimura, 2015).  

 

Nous avons pu observer différents effets du H2S sur des processus liés à la cicatrisation. 

Cependant nous allons maintenant nous focaliser sur les études ayant été réalisées sur des 

cellules humaines de peau, car comme nous l’avons souligné auparavant, des différences 

majeures s’observent entre le modèle rongeur et le modèle humain.  

 

6. Études in vitro sur les kératinocytes 
 

Nous avons évoqué des études travaillant sur l’impact du NaHS sur les kératinocytes. Elles 

sont répertoriées dans le Tableau 5. On retrouve uniquement 5 études : 3 études utilisant les 

cellules NCTC 2544 (Gobbi et al., 2009; Merighi et al., 2012; Mirandola et al., 2011) et 2 

utilisant les cellules HaCaT (Xie et al., 2016a; Yang et al., 2011). Sur ces 4 études, les effets du 

NaHS ont été observés 24h après l’application du NaHS dans le milieu de culture (sauf étude 

de Yang et al, 2011 qui se place dans une situation d’hypoxie et qui regarde les effets au bout 

de 30 min). Une partie des études a étudié l’effet dose dépendant du NaHS en testant des 

concentrations croissantes du NaHS. Ces études ont ressorti principalement un rôle anti-

inflammatoire, et un rôle contradictoire sur la prolifération des kératinocytes.   

 

On se rend surtout compte que peu d’études se sont intéressées aux effets moléculaires/ 

biologiques du NaHS chez la peau humaine. De plus, ces travaux utilisent des cellules 

provenant de lignées cellulaires dont la fiabilité peut être questionnée. De nombreuses lignées 

ont notamment été contaminées par des cellules HeLa et des cellules d’adénocarcinome cervical 

(Capes-Davis et al., 2010; Gartler, 1968; Lavappa, 1978; Nelson-Rees and Flandermeyer, 

1976).   

 

Comme nous l’avons montré, l’effet bénéfique de l’H2S pour traiter des pathologies 

dermatologiques est observé par les eaux thermales sulfurées et également sur des modèles de 
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plaies chez les rongeurs. Pourtant, on note un manque d’études sur les voies de signalisation de 

l’H2S dans un modèle de culture primaire de kératinocytes humains.  

 

Tableau 5. Études in vitro sur l’impact du NaHS sur des kératinocytes 

Cellules Donneur 
d’H2S 

Traitement Résultats Références 

NCTC 2544 NaHS 2mM / 24h ↘ IL-8 (Mirandola et al., 2011) 

NCTC 2544 NaHS 0,05 – 0,5 – 1 – 2 – 4mM / 

24h 
↘VEGF  

↘ prolifération 20% (à 

partir de 0,5mM)  

↗ NO   

(Merighi et al., 2012) 

NCTC 2544 NaHS 0,12 – 0,25 – 0,5 – 1 – 

2mM / 24h 
↘ prolifération (CFU/ 

BrdU)  

↘ adhérence 

(Gobbi et al., 2009) 

HaCaT NaHS 0,05 – 0,25 – 0,5 – 1mM / 

24h 
↗ prolifération  

↗ différenciation  

(Xie et al., 2016a) 

HaCaT  NaHS Condition hypoxie -> ajout 

NaHS (400µM) 30 min 

puis CoCl2 

En condition hypoxie :  

↘ IL-1β 

↘ IL-6 

↘ IL-8  

↘ ROS  

(Yang et al., 2011) 
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Les objectifs de mon travail de thèse se sont focalisés sur l’investigation des effets 

exercés par l’H2S sur les kératinocytes humains, notamment sur les fonctions immunitaires des 

kératinocytes. Les données de la littérature sur ce sujet étaient en effet difficiles d'interprétation 

car basées sur l'étude de lignées kératinocytaires (HaCaT ou NCTC 2544). De plus, les données 

sur ces lignées montraient des résultats contradictoires (Gobbi et al., 2009; Merighi et al., 2012; 

Mirandola et al., 2011; Xie et al., 2016a; Yang et al., 2011). L’analyse de l’impact de l’H2S sur 

les cellules cutanées a été réalisée par deux approches complémentaires : i) une analyse 

moléculaire globale, protéomique et génomique, sur cultures primaires de kératinocytes, 

approche suivie d'une exploration spécifique du sécrétome cytokinique et de différentes de 

voies de signalisation identifiées par l'approche globale, ii) l'étude d'un modèle de brûlure du 

2ème degré sur explant de peau que nous avons mis au point durant ce travail de thèse. Les 

résultats seront présentés dans 3 parties :  

 

La première partie concerne l’analyse in vitro de l’impact de l’H2S sur les kératinocytes en 

culture. L’objectif était dans un premier temps de réaliser une cartographie moléculaire des 

kératinocytes stimulés à l’H2S, par une analyse génomique et protéomique. Cette cartographie 

a permis de cibler certaines voies d’action de l’H2S, en lien notamment avec l’inflammation. 

L’analyse ciblée a permis de préciser les effets moléculaires identifiés par l’approche globale. 

En parallèle, l’impact de l’H2S sur la prolifération des cellules souches et progéniteurs 

kératinocytaires a été analysé.  

Ce travail a été valorisé par la publication d’un article dans le journal « International Journal of 

Molecular Sciences » en Juin 2020 :  

« Molecular Mapping of Hydrogen Sulfide Targets in Normal Human Keratinocytes ». 

Olivia Gross-Amat, Marine Guillen, Jean-Pascal Gimeno, Michel Salzet, Nicolas Lebonvallet, 

Laurent Misery, Céline Auxenfans and Serge Nataf.  

 

L'observation antérieurement rapportée d'effets thérapeutiques exercés par les eaux thermales 

sulfurées dans le cadre de pathologies inflammatoires cutanées, comme en particulier les 

ulcères chroniques, nous on conduit à étudier les effets de l’H2S dans le contexte de la brûlure. 

Les propriétés antioxydantes que nous avions identifiées pouvait en effet suggérer que l’H2S 

pouvait améliorer la cicatrisation d'une brûlure en limitant l'augmentation importante de ROS 

qu'engendrent des dommages cellulaires durant la brûlure. Pour ce faire, nous avons mis en 

place un modèle ex vivo de brûlure du 2ème degré sur explants de peau humaine. Nous avons 
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dans le même temps évalué l’application d’un hydrogel de poloxamères pouvant servir de 

vecteur pour l’H2S.  La seconde partie présente la caractérisation de notre modèle ainsi que les 

résultats de l’application de l’hydrogel de poloxamères. Ces résultats ont été publiés dans le 

journal « International Journal of Molecular Sciences » en Septembre 2020 :  

« Characterization of a Topically Testable Model of Burn Injury on Human Skin Explants 

». Olivia Gross-Amat, Marine Guillen, Damien Salmon, Serge Nataf and Céline Auxenfans.  

 

La troisième partie présente les résultats obtenus lors d'expériences d’application topique 

d'H2S dans notre modèle de brûlure ex vivo. L’objectif était notamment d’évaluer son impact 

sur deux paramètres essentiels de la cicatrisation : i) la réépithélialisation via la prolifération et 

la migration des cellules souches et progéniteurs kératinocytaires et ii) le remodelage tissulaire 

au niveau du derme. Le modèle de brûlure ex vivo a permis également de tester l’impact de 

l’injection dermique des ASCs (Adipose-derived Stem Cells) encapsulés sur la cicatrisation. 

Cette partie du travail expérimental a été réalisé par Lucille Capin dans le cadre de sa thèse de 

Sciences au sein du laboratoire. Nous avons rassemblé nos résultats dans un article commun 

actuellement en cours de finalisation et qui sera bientôt soumis à publication.  
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1. Impact du sulfure d’hydrogène sur les kératinocytes humains  

 

Bien que l’effet bénéfique des eaux thermales sulfurées soit reconnu, le rôle de l’H2S et ses 

voies de signalisation ne sont pas encore déterminées. En observant les études analysant le rôle 

de l’H2S, des rôles controversés lui sont attribués et seulement 5 études ont observé 

spécifiquement l’impact de l’H2S sur des kératinocytes, provenant néanmoins de lignées 

immortalisées. L’objectif de ce travail est de combler une partie du manque d’informations 

concernant les effets de l’H2S sur les kératinocytes primaires humains.   

 

Nous avons choisi deux approches : i) analyse globale pangénomique et panprotéomique des 

feuillets épidermiques stimulés par l’H2S, ii) analyse ciblée visant à évaluer des processus 

spécifiques, notamment la prolifération cellulaire des cellules souches et progéniteurs 

kératinocytaires (méthodes des "CFU") et la synthèse et sécrétion de cytokines inflammatoires 

(ELISA, Western Blot). Pour étudier l'impacts de l’H2S sur les kératinocytes, les cellules ont 

été stimulées pendant 24h par le NaHS, un donneur rapide d’H2S.  

 

Nous avons d'abord vérifié que l'H2S s'accumulait dans le cytoplasme des kératinocytes dans 

nos conditions expérimentales. Puis nous avons testé l’effet d'une concentration de 0,25 mM, 

de NaHS induisant la formation de concentration d'H2S similaires à ce qui est observé dans les 

eaux thermales. Nous avons constaté que les cibles identifiées par nos approches de biologie 

systémique (genomique, protéomique, bioinformatique) se répartissaient en deux catégories 

principales : i) les molécules de réponse au stress oxydatif, en particuler la superoxyde 

dismutase 2 (SOD2), la NAD (P) H quinone déshydrogénase 1 (NQO1) et la culine 3 (CUL3) 

et ii) les chémokines et cytokines interleukine-8 (IL-8) et CXCL2. Un effet dose sur la 

stimulation de cytokines/chémokines, en particulier l'IL-8, a pu être observé. Nous avons 

également montré que le NaHS stimulait la voie de l'inflammasome caspase-1, conduisant à 

une sécrétion accrue de la molécule pro-inflammatoire interleukine-18 (IL-18). Néanmoins, la 

sécrétion d'interleukine-1 bêta (IL-1β) n'a été que modérément affectée par l'exposition au 

NaHS malgré une accumulation significative de pro-IL-1β. Enfin, nous avons observé une forte 

diminution de la prolifération des cellules souches et progéniteurs kératinocytaires après 

stimulation par le NaHS.  
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2.  Mise en place d’un modèle ex vivo de brûlure du 2ème degré 

sur explant de peau humaine  

 

Notre objectif était ensuite d’évaluer l’impact de l’H2S dans un modèle plus complexe que 

les cellules in vitro cultivées en 2D. A cet effet, nous avons mis au point un nouveau modèle ex 

vivo de brûlure du 2ème degré sur culture d’explant de peau humaine. En utilisant un modèle ex 

vivo, on retrouve ainsi une structure 3D complexe avec la majorité des composants moléculaires 

et types cellulaires présents dans la peau. Pour tester l’activité de l’H2S, il nous fallait choisir 

un vecteur permettant l’application topique de NaHS et nous avons opté pour un hydrogel de 

poloxamères thermosensible. L’avantage d’un tel gel est la possibilité de la manipuler en 

solution à température ambiante, ce qui permet d’incorporer facilement le NaHS au gel qui ne 

se solidifiera qu’à des températures supérieures à 30°C.  

 

Lors de la mise en place d’un nouveau modèle ex vivo de brûlure sur explant de peau humaine, 

nous nous sommes attachés à respecter 2 contraintes qui nous paraissaient très importantes pour 

mimer au plus près la physiopathologie de la brûlure et de sa cicatrisation : i) la culture à 

l’interface air/liquide, ii) la mise en tension de la peau. Nous avons dans un premier temps 

vérifié la viabilité de la peau en culture puis caractérisé le modèle de brûlure en analysant la 

cinétique de : i) la réépithélialisation, ii) la prolifération des kératinocytes, iii) la réparation de 

la jonction dermo-épidermique, iv) le remodelage tissulaire du derme. Après avoir déterminé 

qu’une brûlure de 10s entraînait une brûlure du 2ème degré, nous avons observé une 

réépithélialisation spontanée de l’épiderme par les kératinocytes en bordure de plaie, une 

reformation de la JDE et une synthèse de procollagène III. Nous avons évalué l’application de 

l’hydrogel de poloxamères sur la brûlure afin de vérifier son impact sans ajout d’actif et valider 

ainsi le modèle. L’hydrogel de poloxamères n’a pas empêché la fermeture de la plaie bien 

qu’entraînant un retard de réépithélialisation.  
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3. Analyse des effets d’une application topique de NaHS sur un 

modèle ex vivo de brûlure du 2ème degré  

 

L’objectif de ce travail était de tester l’efficacité de deux méthodes de traitement de brûlure 

sur notre modèle ex vivo de brûlure du 2ème degré : une application topique d’hydrogel de 

poloxamères contenant du NaHS et une injection dermique d’ASCs (Adipose-derived Stem 

Cells) encapsulés. Deux axes sont ainsi étudiés, l’utilisation d’un agent pharmaceutique d’une 

part, et d’une thérapie cellulaire de l’autre. Une des caractéristiques principales de notre étude 

est de mettre en place des techniques transposables en pour une utilisation clinique sachant 

qu’une partie des études ajoutent l’actif d’intérêt dans le milieu de culture dans les modèles ex 

vivo de cicatrisation. 

 

Le premier traitement utilisé a été l’application topique d’un hydrogel de poloxamères 

contenant du NaHS. L’intérêt était de vérifier l’impact du NaHS sur la réparation cutanée dans 

un contexte de brûlure. Bien que nous ayons pu noter que l’hydrogel seul entraîne une 

diminution de la réépithélialisation de la brûlure, il n’empêche pas la fermeture de la plaie. La 

thermosensibilité de l’hydrogel permet une intégration simple du NaHS. Nous avons choisi de 

tester deux concentrations de NaHS (0,25 mM et 0,5 mM), en sachant que l’absorption de l’actif 

dans nos conditions expérimentales pouvait être diminuée en comparaison avec l’étude in vitro.  

 

Le deuxième traitement testé a été une injection dermique d’ASCs encapsulés ou non. Cette 

partie de résultats s’inscrit dans le travail de thèse de Lucille Capin. L’intérêt des ASC dans le 

traitement des brûlures résident notamment dans le large spectre de facteurs sécrétés par ces 

dernières. Il a été mis en évidence notamment que les ASCs encapsulés sécrètent une quantité 

plus importante d’IL-8, d’IL-6 et de VEGF par rapport aux cellules en monocouches (Capin et 

al., 2020). L’encapsulation permet également de protéger les cellules lors de l’injection et une 

fois dans le lit de la plaie.  

 

De manière similaire à la caractérisation du modèle de brûlure, les brûlures ont été analysées 

après les différents traitements en suivant la cinétique de : i) la réépithélialisation (coloration 
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HPS), ii) la prolifération des kératinocytes (Ki67) et iii) le remodelage tissulaire du derme (le 

procollagène III, le collagène III, le collagène I, ⍺SMA et HLA).  

 

En ce qui concerne les résultats obtenus après application du NaHS, nous avons pu identifier : 

i) un retard (à 0,25 mM) ou blocage complet (à 0,5 mM) de la réépithélialisation de la plaie 

traitée au NaHS et ii) une diminution de la synthèse de procollagène III.  

 

Nous avons pu ainsi déterminer l’impact du NaHS sur la cicatrisation de la brûlure et vérifier 

également l’utilisation du modèle de brûlure pour d’autres traitements applicables en clinique 

comme l’injection d’ASCs.  

Les résultats sont rassemblés dans un article en cours de finalisation avant soumission.  
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Les kératinocytes ont un rôle central dans les interactions cellulaires entre les différents 

types cellulaires de la peau, notamment les cellules immunitaires mais également les neurones. 

Le rôle essentiel des kératinocytes dans l’immunité est maintenant admis. Ils vont servir à la 

fois dans la détection de signaux danger, le recrutement et l’activation du système immunitaire 

(sécrétion de cytokines et chémokines) et soit le retour à l’homéostasie tissulaire via une étape 

de réparation, soit le développement d’une la boucle inflammatoire (ex : psoriasis, dermatite 

atopique).  

 

Nous nous sommes intéressés dans ces travaux à l’impact de l’H2S sur les fonctions 

principalement immunitaires, des kératinocytes.  Le rôle d’H2S est encore controversé bien que 

des effets bénéfiques soient observés lors de cures thermales en eaux sulfurées utilisées 

notamment pour le traitement de pathologies dermatologiques inflammatoires. 

 

Nous avons pu déterminer différents rôles de l’H2S sur les kératinocytes : i) rôle pro-

inflammatoire, ii) rôle antiprolifératif et iii) un rôle antioxydant. De plus, des travaux réalisés 

en collaboration avec le Laboratoire Interactions Epitheliums Neurones à l’université de 

Bretagne Occidentale (Nicolas Lebonvallet, Laurent Misery) nous ont permis d'investiguer les 

effets potentiels de l’H2S sur les interactions kératinocytes/neurones. Ces premières 

expérimentations n’ont pas permis de mettre en évidence un impact de l’H2S sur l’interaction 

kératinocyte/neurones. Ces résultats préliminaires sont détaillés en annexes.  

 

Rôle inflammatoire  

Dans un modèle de feuillet épidermique, le NaHS a entraîné une stimulation de la sécrétion de 

différentes cytokines pro-inflammatoires : IL-8, CXCL2, IL-18, IL-1β. Les résultats obtenus 

quant aux effets pro-inflammatoire du NaHS sur les kératinocytes in vitro sont en contradiction 

avec les résultats précédemment observés dans des études similaires étudiant l’impact du NaHS 

sur des lignées de kératinocytes (Mirandola et al., 2011; Yang et al., 2011). Toutefois, l’effet 

anti-inflammatoire rapporté dans ces études a été observé dans un contexte de stimulation par 

une molécule pro-inflammatoire telle que l'IL-1β. A contrario, dans nos conditions 

expérimentales, le NaHS stimule la synthèse d'IL-8 de façon synergique avec le TNF-alpha. On 

peut noter que les effets pro-inflammatoire du NaHS ont été largement démontrés dans d’autres 

types cellulaires et modèles in vivo. Contrairement à certaines hypothèses (Whiteman et al., 

2010), nous n’avons pas observé d’effet anti-inflammatoire à faible concentration et d’effet pro-
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inflammatoire à forte concentration. Nos travaux ont mis en évidence un effet pro-

inflammatoire du NaHS dès 0,025 mM. 

 

L’analyse génomique a permis de mettre en évidence une augmentation de l’expression de la 

caspase-1, nous conduisant à investiguer la voie l’inflammasome, en utilisant un inhibiteur de 

la caspase-1. Nous avons conclu que la sécrétion d’IL-18 induite par le NaHS passe bien par la 

voie de la caspase-1. En revanche la sécrétion de l’IL-1β induite par le NaHS ne semble pas 

passer par la voie de la caspase-1. De plus le NaHS stimule également la production de la pro-

IL-1β (Figure 49).  

 

 

Figure 49. Stimulation d’IL-1β et IL-18 par H2S. H2S stimule la transcription de la caspase-1 qui 
entraîne via l’inflammasome l’augmentation de la sécrétion d’IL-18. En revanche la voie par laquelle le 
H2S augmente la quantité de pro IL-1β et, même de façon minime, la sécrétion d’IL-1β reste à identifier.  
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Des études ont également montré que le NaHS stimulait la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires en activant la voie NF-κB. L’analyse des termes GO annotant les gènes modulés 

par le NaHS confirment la stimulation de la voie NF-κB.  

 

Nous avons également observé une légère augmentation du marquage HLA spécifique de 

cellules possédant un CMH de classe II (macrophage, cellules dendritiques, monocytes, 

neutrophiles) lors de l’application topique du NaHS sur la brûlure. Cette augmentation pourrait 

être expliquée par une sécrétion de cytokines et chémokines des kératinocytes induite par le 

NaHS. Cette augmentation est localisée en bordure de plaie, au niveau des kératinocytes, ce qui 

renforce alors l’hypothèse d’un lien entre les kératinocytes et les cellules immunitaires 

stimulées par le NaHS.   

 

Un rôle anti-inflammatoire est généralement associé au H2S pour l’amélioration des conditions 

cutanées inflammatoires. Cependant, les eaux sulfurées entrainent également des rougeurs, un 

signe triptyque classique de d’inflammation (rougeur, douleur, chaleur). Comme nous avons pu 

le voir, l’inflammation est une étape essentielle de la cicatrisation d’une plaie, puisqu'elle 

favorise l'élimination des débris cellulaires par les phagocytes, stimule la migration et la 

prolifération de cellules souches et progéniteurs kératinocytaires, et induit la néosynthèse de 

protéines matricielles impliquées dans le remodelage tissulaire du derme. Il est possible que 

l'inflammation induite par l'H2S puisse donc stimuler un processus de cicatrisation ou, dans le 

cas de pathologies inflammatoires chroniques, puisse induire une boucle de rétrocontrôle 

conduisant in fine à un rétablissement de l'homéostasie tissulaire. 

 

Rôle antioxydant  

Nos données montrent que les kératinocytes humains exposées au NaHS engagent une réponse 

de stress oxydant impliquant SOD2, NQO1 et CUL3. Nous avons également observé que la 

liste des cibles moléculaires actuellement connues étant modulées par les composés riches en 

résidus sulfurés est très significativement enrichie en gènes de réponse au stress antioxydant. 

Comme nous avons pu le voir dans la partie bibliographique (chapitre 3. 5.2.4), dans d’autres 

modèles et types cellulaires, le NaHS induit une réponse antioxydante par la régulation positive 

de SOD1, SOD2, CAT (catalase) et/ou GPX (glutathion persoxydase 1). Cette régulation est 

essentiellement médiée par le facteur de transcription Nrf2 (Liang et al., 2018; Wen et al., 2013; 

Zhao et al., 2018). Puisque la culline 3 (CUL3), promeut la dégradation de Nrf2, la hausse de 

l’expression de CUL3 induit par le NaHS dans les kératinocytes humains pourrait être le reflet 
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d’une boucle de rétrocontrôle négatif visant à mettre fin à la réponse au stress oxydatif. Cette 

boucle est incluse dans l’activation de la voie Nrf2. Ces résultats nous laissent supposer que le 

NaHS induit donc une réponse antioxydante dans les kératinocytes humains en passant par la 

voie Nrf2. Le NaHS entraînerait la dislocation du complexe Nrf2-Keap1-Cul3, conduisant à la 

translocation au noyau de Nrf2 et la stimulation de la transcription de gènes de réponses au 

stress oxydant dont SOD2, NQO1et CUL3 (Figure 50).  
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Figure 50. Rôle antioxydant d’H2S : voie Nrf2. L’H2S stimule la translocation de Nrf2 dans le 
noyau qui stimule à son tour la transcription de gènes antioxydants tels que SOD2, NQO1 et 
également Cul3, ce dernier étant impliqué dans la dégradation de Nrf2 et participant ainsi à la 
régulation négative du signal.  

 

Rôle antiprolifératif 

Trois de nos observations démontrent un effet antiprolifératif dose-dépendant du NaHS sur les 

kératinocytes : i) la diminution de la taille des colonies lors du test de clonogénicité des cellules 

souches épidermiques, ii) la diminution du nombre de kératinocytes après stimulation au NaHS 

en modèle feuillet épidermique, iii) la diminution de la réépithélialisation associée à une 

diminution du nombre de cellules en prolifération dans l’épiderme lors de la cicatrisation de la 

brûlure traité à l’hydrogel au NaHS dans le modèle ex vivo de brûlure du 2ème degré sur explant 

de peau humaine.  

 

De la même manière que pour l’inflammation, un effet dose dépendant est observé, avec effet 

plus important à forte concentration. Il n’a pas été observé de stimulation de la prolifération 

quelle que soit la concentration testée. Cette diminution de la prolifération des kératinocytes a 

été rapportée dans le papier de Gobbi et al sur la lignée NCTC 2544 (Gobbi et al., 2009), alors 

que l’étude de Xie et al a montré une stimulation de la prolifération par le NaHS sur la lignée 

HaCaT (Xie et al., 2016). Ainsi, bien que l’impact de l’H2S sur la prolifération cellulaire restait 

controversé, nos résultats démontrent un effet antiprolifératif de l’H2S sur les kératinocytes 

primaires humains.   

 

Bien que cette propriété de l’H2S n’explique pas l’amélioration des plaies chroniques par les 

eaux thermales sulfurées, il permet d’expliquer les bienfaits de l’H2S dans le contexte du 

psoriasis. La diminution de la prolifération pourrait en effet permettre de diminuer le 

développement des plaques psoriasiques dues à une hyperprolifération des kératinocytes.  

 

Il serait intéressant d’investiguer la voie de signalisation de l’H2S impliquée dans l’inhibition 

de la prolifération des cellules souches et progéniteurs kératinocytaires. L’analyse génomique 

nous a montré une augmentation de l’expression du « Growth differentiation factor 15 » 

(GDF15) suite à la stimulation des feuillets épidermiques par le NaHS. L’accumulation de 

GDF15 est associée à différents processus cellulaires comme la croissance, la différenciation et 

l’apoptose (Ichikawa et al., 2008). La diminution de la prolifération induite par le NaHS 

pourrait être provoquée par une stimulation de la différenciation passant par l’augmentation de 
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GDF15. Cependant nous n’avons pas pu vérifier cette augmentation de GDF15 au niveau 

protéique par dosage ELISA.  

 

Certaines études ont montré une induction de l’apoptose par H2S, notamment via une 

stimulation de la caspase-3 (Ryazantseva et al., 2011; Yang et al., 2004; Zheng et al., 2016).  

La diminution de la prolifération observée pourrait être due à une stimulation de l’apoptose des 

kératinocytes. L’analyse des termes GO annotant les gènes modulés par le NaHS montrent que 

3 des termes GO sur 11 statistiquement significatifs sont associés à l’apoptose :  

 

- Voie de signalisation apoptotique extrinsèque (« Extrinsic apoptotic signaling 

pathway ») 

- Processus apoptotique (« Apoptotic process ») 

- Régulation négative de la voie de signalisation apoptotique extrinsèque (« Negative 

regulation of extrinsic apoptotic signaling pathaway ») 

 

Nous n’avons toutefois pas observé d’impact du NaHS sur la viabilité des kératinocytes (test 

MTT, coloration au bleu de trypan) suggérant donc l’absence d’effets sur l’apoptose.  

 

L’impact antiprolifératif de l’H2S n’est pas dû à une stimulation de l’apoptose. Il serait alors 

intéressant à l’avenir d’investiguer par quelle voie de signalisation l’H2S induit cet effet. 

 

Intérêt du modèle ex vivo  

Ces travaux nous ont permis de mettre en place, comme nous avons pu le voir, un modèle ex 

vivo de brûlure du 2ème degré sur peau humaine afin d’observer l’impact du NaHS sur la 

cicatrisation. Ainsi nous avons pu étudier la cicatrisation post-brûlure de la peau en restant dans 

un modèle humain tout en se rapprochant du modèle in vivo. Pour cela, la culture s’est faite à 

l’interface air/liquide et l’explant a été mis sous tension mécanique.  

 

Nous avons pu montrer que le NaHS entraîne une diminution de la réépithélialisation et une 

diminution de la synthèse de procollagène III. Nous n’avons pas observé de modulation des 

marquages du collagène I et III. Cependant le travail de Lucille Capin sur le modèle (article 

n°3) a montré une augmentation de collagène I et III après injection d’ASCs encapsulés. Le 

modèle de brûlure ex vivo a également été utilisé afin d’évaluer le potentiel thérapeutique d’une 
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formulation supplémentée en vitamines A, E et C dans le cadre du travail de thèse de pharmacie 

de Lucille Bourgue (Bourgue, 2018). 

 

Dans notre étude, le NaHS a entraîné un retard dans les différents paramètres liés à la 

cicatrisation (réépithélialisation, prolifération des kératinocytes, synthèse de procollagène III). 

Cependant le modèle ex vivo de brûlure du 2ème degré a également permis de mettre en évidence, 

dans les travaux de Lucille Capin, l’amélioration de la cicatrisation de la brûlure après 

l’injection d’ASCs avec une accélération de la réépithélialisation de la plaie, une augmentation 

du nombre de kératinocytes en prolifération et une stimulation du remodelage tissulaire 

(augmentation des protéines du derme : procollagène III, collagène III et collagène I).  

 

Certaines limites sont néanmoins à relever. La peau en culture ex vivo ne se renouvelle pas. 

Nous avons pu observer une diminution du nombre de cellules en prolifération dans la couche 

basale jusqu’à leur absence au bout de 15 jours de culture environ. Ces résultats correspondent 

aux conclusions d’autres études utilisant un modèle similaire ex vivo (Steinstraesser et al., 2009; 

Xu et al., 2012). Il est donc difficile d’étudier des phases tardives de la cicatrisation, comme le 

développement d’une cicatrice hypertrophique par exemple. De plus, nous n’avons pas observé 

d’activation des myofibroblastes au niveau de la brûlure (absence de modulation du marquage 

⍺SMA). Coolen et son équipe ont évoqué que cette absence d’activation des myofibroblastes 

pourrait être due à une absence de tension ou de facteurs dans le milieu de culture (Coolen et 

al., 2008), les fibroblastes étant dotés de propriétés mécaniques pouvant détecter des forces 

physiques. La mise en tension dans notre modèle pourrait ne pas être suffisante pour stimuler 

les fibroblastes. Un autre défaut du modèle est l’absence de circulation sanguine. Afin 

d’améliorer le modèle, il conviendrait d’ajouter dans le milieu de culture certains facteurs, 

particulièrement des facteurs trophiques dérivés du sang tels que le TGF-β1, l’EGF (epidermal 

growth factor) et le PDGF (platelet-derived growth factor) afin à la fois de maintenir le 

renouvellement des kératinocytes et également de stimuler les fibroblastes (Chong et al., 2020; 

Demidova-Rice et al., 2012; Jeschke et al., 2020; Yamakawa and Hayashida, 2019).  

Un autre point à améliorer concerne les biais dû à l’expérimentateur lors de la pose de la tige 

métallique. Un système automatisé appliquant une force identique entre chaque 

expérimentation permettrait de générer des brûlures plus homogènes.  

 

Dans notre modèle, une tige métallique de 0,5 mm chauffée à 100°C est appliquée sur la peau. 

Une cicatrisation spontanée de la brûlure est visible. Ainsi il est possible d’observer, comme 
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nous avons pu le voir avec l’application de NaHS et l’injection d’ASCs, des effets 

respectivement délétères et bénéfiques pour la cicatrisation. Cependant, nous ne reproduisons 

pas les effets induits par une brûlure étendue. De plus, nous nous plaçons dans un 

environnement stérile, ce qui implique que les effets antibactériens et antifungiques de l’H2S, 

pouvant notamment être due à son action antioxydante, ne sont pas observables.  

 

Une perspective intéressante serait d’évaluer dans le milieu de culture l’impact du traitement 

en analysant par exemple le taux de ROS et la sécrétion de cytokines et chémokines. Il serait 

également intéressant de pouvoir passer à un modèle où une seule brûlure est réalisée par 

explant, et par conséquent une seule condition est analysée par explant. Les différents points 

d’amélioration évoquées sont regroupés Figure 51.  

 
 

 

Figure 51. Points d’améliorations du modèle de brûlure ex vivo. (a) Modèle actuel. L’explant est mis 
en tension au niveau de 6 points par un système de suture. La brûlure est obtenue par l’application d’une 
tige métallique plongée dans l’eau chauffée à 100°C. Quatre brûlures sont réalisées par explant. (b) Un 
système de mise en tension de la peau similaire à l’étude de Steinstraesser permettrait une homogénéité 
de la tension sur tout l’explant (Steinstraesser et al., 2009). Un système automatisé de la brûlure 
permettrait d’éviter le biais induit par l’expérimentateur lors de la pose de la tige métallique (dispositif 
inspirée de l’étude de vitro (Hettler et al., 2013). Une unique condition par explant permettrait d’évaluer 
dans le milieu de culture l’impact des différents traitements.  

 

Notre modèle ex vivo de brûlure nous a permis de confirmer l’effet antiprolifératif de l’H2S 

observé in vitro sur cultures primaires de kératinocytes. Bien que cet effet ne permette 
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d’expliquer le rôle bénéfique de l’H2S des eaux thermales dans l’amélioration des plaies 

chroniques, il peut expliquer le bienfait de l’H2S dans le traitement du psoriasis.  

Puisqu’il a été mis en place un modèle de culture ex vivo de peau provenant de lésions 

psoriasiques (Tiirikainen et al., 2020), il serait intéressant d’étudier les effets de l’application 

du NaHS sur une plaque psoriasique sur un modèle de culture d’explant de lésions psoriasiques 

ex vivo.  

 

Pour conclure, l’H2S présente des propriétés antiprolifératives, antioxydantes et pro-

inflammatoires lorsqu’il est appliqué à des kératinocytes (Figure 52). L'intérêt thérapeutique 

mais également physiopathologique de ces observations requière de nouvelles explorations et, 

possiblement, de nouveaux modèles d'études. En particulier, l'augmentation de la sécrétion de 

cytokines et chémokines pourrait induire un recrutement et une activation des cellules 

immunitaires de la peau. Un modèle enrichi de peau reconstruite permettrait d'explorer cette 

thématique dans les meilleures conditions chez l'humain. 

 

 

Figure 52. Effets de l’H2S sur les kératinocytes humains. 1) Rôle antiprolifératif ; 2) Rôle pro-
inflammatoire : voie de l’inflammasome (augmentation de l’expression de la caspase-1 et de la sécrétion 
d’IL-18 et de l’IL-1β ; stimulation de la sécrétion des cytokines et chémokines IL-8 et CXCL2) ; 3) Rôle 
antioxydant : voie Nrf2 (augmentation de l’expression de SOD2, CUL3 et NQO1). 

 

Au total, nous avons pu explorer des voies d’actions et déterminer les effets de l’H2S sur les 

kératinocytes sur modèle physiologique in vitro (article 1) et sur un modèle ex vivo 

physiopathologique de brûlure cutanée (article 3). Ce modèle ex vivo a été caractérisé et validé 
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avant de tester l’impact de l’H2S (article 2). L’ensemble de ce travail offre de nouveaux 

éclaircissements sur les effets biologiques de l’H2S et de nouvelles pistes d’études pour une 

utilisation thérapeutique de l’H2S.  



Annexes 

 207 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ANNEXES 

 

  



Annexes 

 208 

Impact de l’H2S sur l’interaction entre kératinocytes et neurones 

Dans le cadre du projet, nous nous sommes également intéressés à l’impact de l’H2S sur 

l’interaction entre les kératinocytes et les neurones. Les neurones ont un rôle essentiel dans la 

peau, notamment dans la transmission d’informations provenant de l’environnement extérieur. 

Ils sont également impliqués dans des processus pathologiques. Le prurit notamment, 

symptôme qu’on retrouve dans des pathologies cutanées comme le psoriasis et la dermatite 

atopique, implique l’activation de fibres nerveuses. Les neurones activés par des récepteurs 

spécifiques vont libérer des neuromédiateurs comme la substance P, la somatostatine (Misery, 

2014), mais les kératinocytes sont également impliqués dans la détection de la molécule 

déclenchant le prurit (Dong and Dong, 2018). Les neurones sont également impliqués lors de 

la cicatrisation cutanée, en stimulant notamment la prolifération kératinocytaire et la 

réépitélialisation ainsi que la réparation des fibres nerveuses (Emmerson, 2017). Des 

neurotransmetteurs comme la substance P et le NGF (Nerve Growth Factor) ont notamment été 

montré comme améliorant la cicatrisation en stimulant la réépithélialisation (Blais et al., 2014; 

Laverdet et al., 2015). L’impact de l’H2S sur les neurones cutanés a été étudié dans le contexte 

du prurit, cependant comme pour beaucoup d’effets observés de l’H2S, des rôles contraires sont 

retrouvés. Le NaHS a été vu à la fois comme le stimulant le prurit, en activant les canaux 

calciques de type T (Gadotti et al., 2020; Wang et al., 2015) ou l’atténuant en passant 

notamment par l’inhibition de récepteurs spécifiques des neurones liés au déclenchement des 

démangeaisons (PAR-2, type-2 proteinase-activated receptors) (Coavoy-Sánchez et al., 2016). 

Il a été également observé une augmentation de la quantité de substance P dans des poumons 

provenant de souris après ajout de NaHS (Ang et al., 2011; Bhatia et al., 2006; Zhang et al., 

2007),  cette augmentation de substance P est liée à une sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires tels que l’IL-1β et le TNF-⍺ (Bhatia et al., 2006) .  

 

 J’ai pu réaliser dans le Laboratoire Interactions Epitheliums Neurones (EA4685) à l’université 

de Bretagne Occidentale une exploration expérimentale des effets de l’H2S sur les 

neurocompétences des kératinocytes. Dans un premier temps, nous avons étudié l’impact des 

molécules sécrétées par les kératinocytes après stimulation au NaHS et/ou TNF-⍺ sur la pousse 

des neurites, c’est-à-dire le prolongement cellulaire, des neurones (lignée PC12). Cependant les 

kératinocytes stimulés avec du NaHS, en présence ou non de TNF-⍺, n’ont pas induit de pousse 

des neurites (Figure 53, voir en annexes). Un dosage ELISA du NGF a été réalisé sur le 

surnageant des kératinocytes stimulés au NaHS, mais aucune modulation du taux protéique n’a 

été observé.  
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Enfin un dosage de la substance P a été cette fois réalisé sur des neurones provenant de la racine 

dorsale de rat (DRG) stimulés au NaHS et/ au TNF-⍺. Nous n’avons pas pu observer de 

différences en fonction des conditions (Figure 54, voir en annexes).  

 

Les résultats actuels ne nous permettent donc pas d’établir un lien entre l’H2S et les interactions 

entre kératinocytes et neurones.  

 

 

 
Figure 53. Les kératinocytes stimulés au NaHS n’induisent pas la pousse des neurites de PC12. 
Les neurones PC12 (une ligné provenant d’’une tumeur neuroendocrinienne de rat) ont été cultivé dans 
du milieu de culture de kératinocytes stimulés pendant 24h au NaHS (0,25mM). (a) Visualisation de la 
pousse des neurites lorsque l’on ajoute du surnageant de kératinocytes (b) Mesure de la longueur des 
neurites.  
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Figure 54. Le NaHS ne stimule pas la sécrétion de la substance P des DRGN (Dorsal Root Ganglion 
Neurons). Dosage de la sécrétion de la substance P des neurones provenant de la racine dorsale de rat 
stimulés au NaHS (0,25 mM) et/ou au TNF-⍺ (1ng/ml). 
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