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Résumeé du travail de these

Contribution de Staphylococcus aureus a 'immunopathologie de la dermatite atopique

La dermatite atopique (DA) est une dermatose inflammatoire chronique associée a une
colonisation cutanée a Staphylococcus aureus (S. aureus). Certaines études suggerent que

la colonisation a S. aureus pourrait survenir avant méme I'apparition des symptémes de DA.

Ce travail de thése a porté sur le rdle de S. aureus en tant que déclencheur des symptomes
cutanés de la DA, ce qui avait été peu exploré jusqu’alors. L’objectif était de caractériser les
principaux facteurs bactériens et les mécanismes immunitaires subséquents par lesquels S.
aureus déclenche une inflammation de type DA. Nous avons pour cela utilisé un modéle
expérimental d'exposition épicutanée a S. aureus induite chez la souris, sur une peau intacte
ou inflammée. Ce travail a permis de (i) confirmer que des souches cliniques de S. aureus ont
la capacité d’'induire une inflammation cutanée de type DA, mais également de démontrer
que : (ii) 'induction d’une inflammation de type DA sur une peau intacte dépend de la densité
bactérienne a laquelle la peau est exposée, la production de facteurs de virulence bactériens,
la viabilité des bactéries ; (iii) 'inflammation induite par la bactérie colonisant une peau intacte
est médiée essentiellement par 'immunité innée, notamment les monocytes/macrophages et
inflammasome ; (iv) 'accumulation de lymphocytes T résidents mémoires a distance de
'exposition a la bactérie sur une peau intacte n’induit pas de réactions d’hypersensibilité
cutanée en cas de réexposition a la bactérie. Toutefois, a partir de données préliminaires, nous
avons également démontré que (v) la modulation du microenvironnement cutané au moment
de la primo-exposition a S. aureus permet de promouvoir une réponse meémoire soit

pathogénique de type hypersensibilité, soit protectrice lors d’une réexposition a la bactérie.

L’ensemble de ce travail suggére un réle de S. aureus dans l'induction des symptémes de
DA et permet de souligner I'importance de I'immunité innée dans ce phénomeéne et du
microenvironnement cutané en vue de la réponse mémoire vis-a-vis de la bactérie, offrant des
perspectives aussi bien dans la prise en charge des patients atteints de DA que dans le

domaine de la vaccination anti-S. aureus.

Mots-clés : dermatite atopique — Staphylococcus aureus — peau intacte — immunité innée —

réponse mémoire — microenvironnement cutané






Thesis abstract

Contribution of Staphylococcus aureus to immunopathology of atopic dermatitis

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory dermatosis associated with Staphylococcus
aureus (S. aureus) skin colonization. Some studies suggest that S. aureus colonization may
occur even before the onset of AD symptoms.

This thesis focused on the role of S. aureus as a trigger of AD skin symptoms, which had
been little explored until now. The objective was to characterize the main bacterial factors and
subsequent immune mechanisms by which S. aureus triggers AD-like inflammation. To this
end, we used an experimental model of epicutaneous exposure to S. aureus induced in mice,
on intact or inflamed skin. This work allowed us to (i) confirm that S. aureus clinical strains
have the capacity to induce AD-like skin inflammation, but also to demonstrate that : (ii) the
induction of an AD-like inflammation on intact skin depends on the bacterial density to which
the skin is exposed, the production of bacterial virulence factors, the viability of the bacteria;
(iii) the inflammation induced by the bacterium colonizing intact skin is mainly mediated by
innate immunity, notably monocytes/macrophages and inflammasome ; (iv) the accumulation
of resident memory T cells remote from bacterial exposure on intact skin does not induce
cutaneous hypersensitivity reactions upon re-exposure to S. aureus. However, based on
preliminary data, we have also demonstrated that (v) modulation of the skin microenvironment
at the time of primary exposure to S. aureus promotes either a pathogenic hypersensitivity-
type memory response or a protective response upon re-exposure to the bacteria.

This work suggests a role for S. aureus in the induction of AD symptoms and highlights the
importance of innate immunity in this phenomenon and of the cutaneous microenvironment for
the memory response to the bacteria, offering prospects both in the management of patients
with AD and in the field of anti-S. aureus vaccination.

Key words: atopic dermatitis — Staphylococcus aureus — intact skin — innate immunity —

memory response — cutaneous microenvironment
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Avant-propos

Quand on m’a proposé un sujet de thése sur le role de Staphylococcus aureus (S. aureus)
dans la physiopathologie de la dermatite atopique (DA), j’arrivais de mon internat de pédiatrie
ou I'on nous enseignait simplement que les bactéries pouvaient soit coloniser, soit infecter la
peau. La différence majeure entre colonisation et infection résidait exclusivement sur des
signes cliniques : s’il n'y avait pas de signe de la présence de bactérie, on parlait de
colonisation ; s’ils étaient présents (les classiques « rougeur, chaleur, cedeme, douleur »
auxquels on peut ajouter écoulement purulent, adénopathie périphérique, fievre et d’autres),

on parlait d’infection.

L’immersion dans le role de S. aureus dans la physiopathologie de la DA a bousculé ces
conceptions : voila qu’une bactérie, généralement étiquetée « pathogéne » peut non
seulement simplement coloniser la peau, mais aussi aggraver une maladie cutanée, sans

provoquer d’infection concomitante.

Plus encore, ce travail de thése a modulé ma conception trés scolaire de la réponse
immunitaire : voila que je découvrais que des bactéries commensales cutanées, donc
présentes naturellement sur la peau humaine, induisent une réponse immunitaire sans signe
cliniqgue d’inflammation ; que S. aureus induit une réponse immunitaire pro-inflammatoire qui,
dans certains cas, va protéger I'organisme de la bactérie, mais parfois aura une action délétére
sur le tissu. Y a-t-il une bonne et une mauvaise inflammation ? Dans le contexte d’interaction
entre un pathogéne et un hoéte, il y a surtout un rapport de force entre deux organismes luttant

pour leur survie, et des dommages collatéraux pour le tissu.

Ces quatre années ont donc été passionnantes. Il a fallu faire entrer ces quatre ans dans
un manuscrit de quelques pages. Il n’est pas possible d’étre exhaustif sur un sujet aussi vaste :
« Staphylococcus aureus and skin », c’est 12 755 résultats dans PubMed, et 1 144 résultats
pour « Staphylococcus aureus and atopic dermatitis ». J'ai donc été volontairement
synthétique, en présentant les grands concepts sur la relation micro-organisme — peau, et sa
modulation dans le cadre de la DA et de la colonisation cutanée a S. aureus. En tout cas, jai

essayeé...

Je souhaite une bonne lecture a toutes les curieuses et curieux qui me feront 'honneur de

lire ce document.

24



Introduction

La dermatite atopique (DA) est une maladie inflammatoire chronique de la peau, trés
fréquente dans les populations industrialisées. Elle s’exprime cliniquement par des poussées
d’eczéma survenant généralement sur une peau séche ; le signe clinique majeur de la DA est
le prurit (Darsow et al., 2011), favorisant les complications infectieuses, les troubles du
sommeil, les difficultés scolaires et comportementales... Elle impacte la qualité de vie des

patients et de leur entourage (Drucker et al., 2017; Silverberg et al., 2018).

La physiopathologie de la DA associe une altération de la barriere cutanée et une
inflammation cutanée, principalement médiée par les lymphocytes de type 2 (produisant des
interleukines (IL)-4 et 13) innés (innate lymphoid cells, ILC) ou adaptatifs (lymphocytes T, LT)
(Langan et al., 2020). Les traitements actuels reposent sur la restauration de la barriére
cutanée par l'application d’émollients, et un traitement anti-inflammatoire topique par
corticostéroides (Wollenberg et al., 2020). Chez certains patients, ces traitements peuvent étre
insuffisants. C’est pourquoi la compréhension des détails physiopathologiques de la DA doit
permettre de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques, adaptées au cas par cas : on parle
de médecine personnalisée (Cabanillas et al., 2017), qui permet d’ajuster les prises en charge

aux endotypes/phénotypes de la DA.

Une grande majorité des patients atteints de DA ont une colonisation cutanée a
Staphylococcus aureus (S. aureus) (Clausen et al., 2017; Guzik et al., 2005; Higaki et al.,
1999; Leyden et al., 1974; Park et al., 2013; Totté et al., 2016) prédominant lors des poussées
d’eczéma mais pouvant également persister en dehors (Byrd et al., 2017). La colonisation a
S. aureus s’associe a une altération du microbiote cutané habituel, appelée dysbiose cutanée.
Si la dysbiose cutanée est, de maniere évidente, une conséquence des anomalies de la DA,
a l'inverse, S. aureus pourrait aggraver la maladie. De nombreux mécanismes ont été décrits,
essentiellement dans des modeles expérimentaux, in vivo ou in vitro (Youn et al., 2020) ; ils
font trés largement intervenir les facteurs de virulence (FV) staphylococciques, protéines
membranaires ou sécrétées dans I'environnement extracellulaire pour que la bactérie adhére
aux tissus, y prolifére et, dans certains cas, I'envahisse (Lacey et al., 2016). En réponse a
cette invasion tissulaire, I'organisme humain a développé des mécanismes de défense
immunitaire pour lutter contre la bactérie (Liu et al., 2018). Les kératinocytes sont les cellules-
clés dans linitiation de la réponse immunitaire, tandis que les polynucléaires neutrophiles
(PNN) et les monocytes et macrophages ont un réle majeur dans I'élimination de S. aureus
(Liu et al., 2018). Les FV vont également cibler ces cellules pour permettre a la bactérie de
contourner la réponse immunitaire sans dommage pour elle (Foster et al., 2014; McGuinness
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et al., 2016). Dans ce rapport de force, la bactérie induit des Iésions cutanées et promeut une
inflammation cutanée a laquelle elle tente d’échapper. C’est ce phénoméne qui, chez les

patients atteints de DA, pourrait provoquer des poussées d’eczéma ou les aggraver.

Le phénomene de colonisation cutanée a S. aureus doit étre distingué de la surinfection
bactérienne, durant laquelle 'eczéma s’aggrave mais s’associe a des signes d’infection,
notamment un écoulement mélicérique voire purulent et des adénopathies périphériques (Liu
et al., 2005).

La majorité des études traitant des mécanismes par lesquels S. aureus pourrait étre
impliqgué dans la DA ont utilisé des modeles dans lesquels la bactérie colonisait une peau
abimée par différentes techniques (application sous occlusion des bactéries, réalisation de
tape-stripping / rasage et dépilation, co-administration d’allergénes). Les Iésions cutanées
induites par S. aureus dans ces modeles s’apparentent souvent a des lésions de type
surinfection cutanée. Si ces modeéles sont intéressants pour comprendre comment S. aureus
pourrait aggraver des phénomenes inflammatoires de la DA, ils ignorent les mécanismes par
lesquels S. aureus pourrait initier l'inflammation. Or des données épidémiologiques suggérent
un réle important de la bactérie dans 'immunopathologie de la DA, car la colonisation cutanée
a S. aureus pourrait précéder I'apparition des symptémes de la maladie (Meylan et al., 2017;
Nakamura et al., 2020).

Une des hypotheses fréquemment proposées est que S. aureus pourrait jouer un role
d’allergéne, en induisant des symptdmes allergiques cutanés en cas de nouvelle colonisation
de la peau : c’est I'nypothése microbio-allergique. Elle repose sur la détection dans le sang
des patients d'immunoglobulines (lIg) E (Bunikowski et al., 1999; Leung et al., 1993; Orfali et
al.,, 2015; Wit et al., 2018) et d’'une réponse T mixte type 2/type 17 (Farag et al., 2022)
spécifiques de FV staphylococciques. Le role de cette réponse adaptative n’est cependant pas
déterminé (protection contre les infections ? induction de réactions d’hypersensibilité
allergique ?) et I'hypothése microbio-allergique, bien qu’intéressante et concordante avec la

physiopathologie de la DA, n’a jamais été confirmée ou bien infirmée.

L’objectif de ce travail de thése a donc été de caractériser la réponse immunitaire
induite par la colonisation d’une peau intacte par des souches de S. aureus isolées de
patients atteints de DA, afin de déterminer (i) la capacité de S. aureus a initier une
inflammation de type DA, (ii) comprendre les mécanismes bactériens et
immunologiques régissant ce phénomeéne et (iii) explorer I’hypothése microbio-

allergique en caractérisant la réponse mémoire cutanée a S. aureus.

26




Pour cela, nous avons utilisé un modéle de colonisation cutanée a S. aureus déja décrit
précédemment (Byrd et al., 2017), consistant en plusieurs applications épicutanées de
souches cliniques de S. aureus isolées de patients atteints de DA. Dans ce modéle, nous
avons caractérisé la réponse clinique a la bactérie, ainsi que la réponse immunitaire primaire,
c’est-a-dire lors de la primo-exposition a la bactérie. Nous nous sommes intéressés aux
cytokines exprimées et aux cellules infiltrant la peau, et avons cherché a déterminer les
cellules clé dans linitiation de linflammation, de méme que les mécanismes bactériens
impliqués. A distance de la primo-exposition a S. aureus, nous avons analysé la réponse
mémoire en étudiant la réponse humorale et cellulaire systémique, et en caractérisant les
lymphocytes T résidents mémoires (LTrm), décrits comme acteurs majeurs des réactions
d’hypersensibilité cutanée de type eczéma allergique de contact (Gamradt et al., 2019;
Vocanson et al., 2009).

N

Dans un second temps, nous avons cherché a déterminer si la qualité du
microenvironnement cutané lors de la primo-exposition a S. aureus pouvait influencer la
réponse mémoire lors d’'une réexposition a la bactérie, en utilisant des modeles de co-
application irritant + S. aureus ou en appliquant la bactérie sur une peau déficiente en protéine
filaggrine (FLG), une protéine clé dans la fonction barriére de la peau.

La compréhension des mécanismes impliqués dans l'initiation d’'une réponse inflammatoire
a S. aureus nous semble d’un grand intérét pour approfondir la physiopathologie de la DA,
définir des profils de patients différents permettant de proposer des traitements personnalisés,

en prévention et en traitement des poussées d’eczéma.
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Chapitre 1. La peau et le microbiote cutané : un mutualisme
promouvant ’homéostasie

S’intéresser au réle de S. aureus dans la DA, c’est s’intéresser a la relation entre une
bactérie et son héte, la peau. Cette relation, dans le contexte de DA, est une altération du
rapport normal entre le microbiote cutané et la peau. Dans ce chapitre, nous aborderons les
éléments clés de la relation symbiotique a ’homéostasie cutanée afin de nous familiariser avec

ce systeme particulier.

1. Les interactions entre un micro-organisme et un héte

Au sein du biome terrien, les étres vivants (micro-organismes, végétaux, animaux,
humains) se cétoient et interagissent en maintenant une cohérence favorable a la vie. Ces
interactions sont désignées par le terme « symbiose », utilisé pour la premiére fois par Anton
de Bary, un chirurgien prussien passionné par I'étude des champignons et des végétaux, dans
sa monographie Die Erscheinung der Symbiose (Bary, 1879). Alors que sa définition a depuis
été I'objet de nombreuses controverses, usages et mésusages', modifications, elle apparait
aujourd’hui encore la plus simple et la plus claire : c’est « I'association vivante d’espéces
difféerentes » (Bary, 1879). Des diverses discussions autour de cette définition naitront les
différentes interactions schématisées dans la Figure 1 (Martin and Schwab, 2012).

Les interactions symbiotiques entre un héte humain et des micro-organismes sont

essentiellement :

- Le commensalisme : l'interaction est bénéfique a un seul acteur de linteraction,
généralement le micro-organisme. Il est possible que ce type d'interaction soit
minoritaire, voire inexistant dans les relations micro-organisme / héte et qu’il définisse
une relation dont on ne connait pas encore le bénéfice ou les conséquences néfastes
pour 'organisme ;

- Le mutualisme : I'interaction est bénéfique pour les deux acteurs. Les interactions entre
le microbiote cutané et la peau sont généralement des mutualismes, a la lumiére des

découvertes de ces dernieres années, décrites dans les parties suivantes ;

T lllustration du mésusage du terme symbiose (ou en tout cas de la différence entre langage scientifique et langage populaire)
dans Star Wars — Episode 1 : La Menace Fantéme : le maitre Jedi Qui-Gon Jinn explique au jeune Anakin Skywalker que la
symbiose est « I'association réciproquement profitable de deux organismes vivants ». Il définit en fait le mutualisme.
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- Le parasitisme : Iinteraction est bénéfique pour un acteur de l'interaction (I'exploitant)
mais délétere pour I'autre acteur (I'exploité). C’est le cas lors des infections cutanées,

ou la bactérie en cause induit des Iésions cellulaires chez I'héte pour survivre.

Espéce 1 Espéce 2
Effet bénéfique e Mutualisme ———= Effet bénefique
Wisme — 7
Ccommens=
~" Neutralisme

Absence d'effet o=

Absence d'effet

®

" v(v(\?- e

Compétition / antagonisme

Effet néfaste o - Effet néfaste

Figure 1. Les différents types de symbiose. Le schéma identifie les différentes relations symbiotiques, selon
I'effet (bénéfique/néfaste/absence d’effet) sur chacune des deux espéces en symbiose. D’aprés (Martin and
Schwab, 2012).

Le microbiote commensal® et 'h6te humain créent grace a cette relation symbiotique un
ensemble vivant appelé holobionte. La définition de ce nouveau systéeme permet de ne pas
considérer le microbiote comme un organe appartenant a 'organisme humain, mais a lui
maintenir son individualité tout en I'intégrant a un systéme ou il joue un réle fondamental pour

le maintien de ’'homéostasie de I'hote.

2Par habitude, le « microbiote commensal » définit le microbiote s’intégrant dans une relation de commensalité ou de
mutualisme avec I'hdte ; c’est le microbiote « non pathogénique » a I'état homéostatique, par opposition aux « pathogenes », qui
s’inscrivent dans une relation de parasitisme. Ces termes seront donc utilisés tout au long du manuscrit.
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2. Lapeau : éléments structurels et fonction barriére

La peau est un vaste organe, ayant une surface moyenne de 1,8 m? chez I'adulte et
représentant environ 15% du poids du corps. Situé a linterface entre I'organisme et
'environnement, son réle principal est celui de barriére, maintenant l'intégrité du corps face
aux agressions physiques, chimiques et biologiques de I'environnement (rayonnements
ultraviolets, pollutions, pollens, cosmétiques, micro-organismes...)(Menon et al., 2012). La
peau participe également au maintien de ’homéostasie® de I'organisme grace a ses fonctions
métabolique, neuroendocrine (production d’hormones et de neurotransmetteurs comme les
catécholamines et les sérotonines (Bocheva et al., 2019; Cibrian et al., 2020; Slominski,
2005)), la synthése de vitamine D qui nécessite une exposition aux rayonnements ultraviolets
(Kechichian and Ezzedine, 2018) et la régulation de la température de I'organisme
(Romanovsky, 2014). C’est aussi un organe sensitif, riche en terminaisons nerveuses, et un
organe « relationnel », jouant un réle majeur dans l'aspect extérieur et I'expression non

verbale (Morrison et al., 2010).

La peau est composée de trois couches anatomiques (Figure 2). L'épiderme, couche la
plus superficielle, est composé en grande majorité de cellules épithéliales appelées
kératinocytes ; il est I'acteur principal de la fonction barriére de la peau. Le derme est un tissu
de structure composé d’'une matrice collagéneuse, traversée de vaisseaux sanguins et ou
résident et transitent de nombreuses cellules de I'immunité. L’hypoderme, enfin, est la couche
la plus profonde, composée de cellules graisseuses, avec une fonction métabolique et

neuroendocrine.

3 ’homéostasie est « le processus de régulation par lequel 'organisme maintient les différentes constantes du milieu intérieur
(ensemble des liquides de I'organisme) entre les limites des valeurs normales » (Larousse).
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Figure 2. Schéma de la peau, avec ses différentes couches et les différentes strates de I'épiderme.
Issue de (He et al., 2020)

2.1 L’épiderme
L’épiderme est la couche la plus superficielle de la peau, composée a 90% de kératinocytes
et dont I'épaisseur est en moyenne de 75 a 150 ym, pouvant atteindre 600 um au niveau des
paumes et des plantes de pied. Il s’agit d’un épithélium* stratifié, dont les strates correspondent
aux états de différenciation des kératinocytes, permettant notamment un renouvellement

continu du tissu.

La fonction barriére de la peau est assurée principalement par I'épiderme (Lefévre-Utile et
al., 2021) et repose sur un ensemble dynamique impliquant les kératinocytes et leur stade de
différentiation ultime, les cornéocytes, ainsi que de nombreuses protéines de structure et des

lipides sécrétés dans la matrice extracellulaire.

2.1.1 Le kératinocyte, pilier de la fonction barriére de la peau

Les kératinocytes sont les cellules épithéliales de I'épiderme. lIs se différencient depuis le
stratum basale, centre germinatif de [I'épiderme, jusqu’au stratum corneum, ou les
kératinocytes ont perdu leur noyau et se trouvent inclus dans une matrice lipidique et protéique
sous forme de cornéocytes. Entre ces deux strates, d’autres sont formées des kératinocytes
a des stades divers de différentiation (Figure 3), produisant des protéines spécifiques a chaque
stade de différenciation.

4 Tissu mince formé d'une ou de plusieurs couches de cellules jointives, reposant sur une lame basale (Larousse).
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Figure 3. Structure cellulaire de I’épiderme. Les cellules ainsi que les jonctions intercellulaires ou a la membrane
basale sont schématisées. Issue de (Uy Gonzales and Fuchs, 2017).

Le tissu épidermique se  structure grace notamment aux  jonctions
intercellulaires (desmosomes et jonctions serrées)(Garcia et al., 2018) et aux
hémidesmosomes (composés d’intégrines et de laminines) qui lui permettent d’adhérer a la

membrane basale (Walko et al., 2015)(Figure 3).

Deux éléments majeurs pour la fonction barriere de I'épiderme apparaissent au fil des

stades de différentiation des kératinocytes :

- Les jonctions serrées (tight junctions) assurent une barriére d’interface liquide-liquide
(Brandner et al., 2014) localisée a la premiére couche du stratum granulosum ; les
jonctions serrées sont éminemment régulées par le microbiote, les caractéristiques
physico-chimiques du tissu et son environnement inflammatoire (Ornelas et al., 2022) ;

- La cornification.

La cornification est la formation du stratum corneum, élément clé de la fonction barriere de
la peau (Figure 4). Ce sont les kératinocytes de la couche granuleuse qui évoluent en
cornéocytes en produisant les éléments protéiques et lipidiques assurant la structure de cette
couche ultime. Le processus de cornification associe les événements suivants (Matsui and
Amagai, 2015) :

- Les kératinocytes de la couche granuleuse perdent leurs noyaux et leurs organites
intracellulaires ;

- La profilaggrine est maturée en FLG grace a la libération du contenu des grains
cytoplasmiques de kératohyaline. La FLG induit 'agrégation des filaments de kératine

qui s’organisent en un réseau formant la matrice cytoplasmique des cornéocytes ;
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- La FLG est protéolysée en acides aminés polaires libres, en acide urocanique (UCA)
et en acide pyrrolidone carboxylique (PCA) qui constituent les « facteurs hydratant
naturels » (NMF pour Natural Moisturizing Factors) de la surface de la couche cornée ;

- La membrane cellulaire laisse place a I'enveloppe cornée, une enveloppe rigide,

extrémement résistante, et insoluble.
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Figure 4. Formation du stratum corneum. Trois événements majeurs permettent la formation du stratum
corneum : (i) la constitution d’un réseau de kératines, (ii) la formation de I'enveloppe cornée et (iii) la sécrétion de
lipides intercellulaires. CE = enveloppe cornée, CER = céramides, CHOL = cholestérol, Evpl = envoplakine, FFA =
acide gras libres, Lor = loricrine, Ppl = périplakine, SC = stratum corneum, SG = stratum granulosum, SPRR = small
proline-rich proteins, SS = stratum spinosum. Issue de (Matsui and Amagai, 2015)

2.1.2 Autres cellules de I'épiderme

Outre les kératinocytes, on trouve dans I'épiderme des mélanocytes, des cellules de

Langerhans, des cellules de Merkel et des LTrm CD8*.

Les mélanocytes sont des cellules de forme dendritique régulierement réparties dans le
stratum basale avec un ratio de 1 mélanocyte pour 10 kératinocytes, ou au niveau de
linfundibulum et au sommet des papilles dermiques dans les follicules pileux. Leur fonction
essentielle est de produire la mélanine, qui protége la peau contre les effets néfastes des
rayons ultraviolets, notamment le développement de cancers cutanés. lls sont responsables

de la coloration de la peau. Les mélanocytes sont également porteurs de récepteurs de
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immunité innée® de type PRR (pathogen recognition receptors) comme les TLR (toll-like
receptors), et interagissent avec le systéme immunitaire cutané (Koike and Yamasaki, 2020).

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques immunitaires résidentes
essentiellement au-dessus du stratum basale. D’origine hématopoiétique, elles acquiérent une
capacité d’auto-renouvellement une fois résidente dans I'épiderme (Collin and Milne, 2016).
Leur réle est de présenter les antigénes qu’elles captent aux LT et B des ganglions drainant
la peau, grace a leur capacité de migration (Gallego et al., 2021). Elles peuvent induire une
réponse inflammatoire ou tolérogene (Alhadj Ali et al., 2015; Guttman-Yassky et al., 2019a).

Les cellules de Merkel sont situées dans le stratum basale. Ce sont des mécanorécepteurs
responsables de la sensation tactile fine. Elles détectent par leur microvillosités les
déformations localisées et proches, et liberent des neuromédiateurs vers les fibres nerveuses.
Ce sont des acteurs-clés du systeme neuro-endocrino-immuno-cutané (Roosterman et al.,
2006). Elles envoient des prolongements dendritiques entre les kératinocytes et les cellules
de Langerhans et peuvent former des synapses avec des neurones sensoriels mais ne sont

pas toujours associées a des nerfs.

L’épiderme ne contient aucun vaisseau ; en revanche, un grand nombre de terminaisons
nerveuses y aboutissent (Boulais and Misery, 2008), faisant de I'épiderme un organe sensoriel

d’'une grande importance.

2.2 Le derme

Le derme est un tissu conjonctif® principalement composé d’une matrice extracellulaire
produite par les fibroblastes, qui composent la population cellulaire la plus représentée dans
le tissu. Il a une épaisseur de 1 a 2 mm en moyenne, il est plus épais au niveau des paumes
et de la plante des pieds (3 a 4 mm) et plus fin au niveau des paupiéres et du prépuce (0,6

mm).

2.2.1 Le derme, tissu de structure de la peau

Les fibroblastes sont des cellules a forte activité métabolique, dont I'étude et |a classification
sont délicates, car il s’agit d’'une population hétérogene pour laquelle il n’existe pas de

marqueurs spécifiques (Muhl et al., 2020).

5 L'immunité innée est 'immunité de premiére ligne, non spécifique d’antigéne. Quand les récepteurs cellulaires de l'immunité
innée présents a la surface ou a lintérieur des cellules immunitaires, lient leur ligand, les cellules activent des voies de
signalisation pouvant mener a la production de cytokines et de chimiokines, molécules permettant la communication immunitaire
entre les cellules, a la prolifération ou la mort cellulaires, etc.

6 Les tissus conjonctifs se composent de cellules épithéliales baignées dans une matrice extracellulaire riche en protéines,
sucres et eau. lls ont essentiellement des fonctions de soutien, de cohésion, de nutrition et de défense immunitaire d’un organe.
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Les fibroblastes produisent du collagéne, de I'élastine, de la fibrilline, des facteurs de
croissance et des enzymes dont des collagénases et des inhibiteurs de protéases pour
régénérer et modeler la matrice extracellulaire (Figure 5). Les protéines formant des fibres et
les collagénes définissent la structure mécanique rigide de la peau, tandis que les fibres
élastiques permettent I'étirement. Les protéoglycanes et les glycoprotéines créent un espace
interstitiel hydraté osmotiquement actif. Les protéines matricellulaires ne contribuent pas a la
structure mécanique de la matrice extracellulaire mais agissent plutdt comme des molécules

de signalisation paracrines (Frantz et al., 2010)(Figure 5).

Les fibroblastes participent a la fonction barriére de la peau en organisant la jonction dermo-
épidermique par la production de collagéne de types IV et VII (Feru et al., 2016; Tajima and
Pinnell, 1981). lls interagissent également avec les kératinocytes et le systeme immunitaire,
participent a ’lhoméostasie cutanée (Russo et al., 2020), sécrétent des facteurs de croissance
(Kim et al., 2014b) et sont impliqués dans les réponses inflammatoires (Boothby et al., 2021;
He et al., 2020) en produisant des cytokines (Juhl et al., 2020; Kim et al., 2014b).
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Figure 5. Décomposition des molécules de structure du derme. A gauche, les différentes couches du derme
(derme réticulaire et derme papillaire) ; a droite, les protéines impliquées dans la réparation tissulaire en cas de
Iésion. Entre les deux, schématisation des collagenes, fibres élastiques, glycosaminoglycanes et protéoglycanes,
et protéines matricellulaires composant le derme. CCN2 = Cyr61-Ctgf-Nov-2 ; Col = collagéne ; SPARC = secreted
protein, acidic and rich in cysteine. Issue de (Tracy et al., 2016)

2.2.2 Le derme, tissu de défense immunitaire

En plus des cellules cutanées de structure (kératinocytes et fibroblastes), capables de
produire des cytokines et exprimant des protéines de reconnaissance a leur surface, de
nombreuses cellules immunitaires professionnelles myéloides et lymphoides sont présentes

dans la peau, principalement le derme (Quaresma, 2019). Ces cellules sont schématisées
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dans la Figure 6 et ont été tres précisément décrites dans la revue de J.A.S. Quaresma
(Quaresma, 2019).
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Figure 6. Représentation schématique des cellules immunitaires cutanées. Les lymphocytes Ta résidents
mémoires épidermiques sont essentiellement CD8+, et dermiques essentiellement CD4+. Les lymphocytes Tyd
sont préférentiellement dermiques ; chez la souris, des lymphocytes Tyd épidermiques (DETC : dendritic epidermal
T cells) existent également en grand nombre, alors qu'ils sont peu retrouvés chez 'lHomme. Parmi les lymphocytes
résidents dans la peau, on retrouve également des lymphocytes B (LB) résidents mémoires et des lymphocytes
innés (ILC : innate lymphoid cells). Les cellules dendritiques sont localisées dans le derme, ou dans I'épiderme
pour les cellules de Langerhans. Les macrophages résidents et les mastocytes sont les cellules myéloides les plus
représentés avec les cellules dendritiques. Le pool de macrophages est renouvelé grace a linfiltration de
monocytes depuis la circulation sanguine. Les polynucléaires (PN) basophiles et éosinophiles s’accumulent dans
la peau en plus faible nombre. Les PN neutrophiles proviennent généralement de la circulation sanguine et ne
persistent pas dans la peau. D'aprées (Tong et al., 2015).

Ces cellules sont généralement issues de la circulation sanguine et infiltrent la peau au
moment d’une stimulation pro-inflammatoire de I'épithélium cutané, attirées par la production
tissulaire de chimiokines et cytokines. Apres avoir infiltré la peau et été activées, ces cellules
entrent dans un processus de mort cellulaire. Certaines populations cellulaires persistent
toutefois et deviennent des cellules résidentes exprimant des protéines d’adhésion tissulaire,
inhibant (au moins pour un temps) leurs processus de mort cellulaire et entrant dans une phase
d’anergie. C’est par exemple le cas des cellules dendritiques dérivées des monocytes (Singh
et al.,, 2016; Tamoutounour et al., 2013), de certains macrophages qui peuvent persister
plusieurs semaines aprés une infection a S. aureus (Feuerstein et al., 2020a) et des LTrm
(Collins et al., 2016; Tokura et al., 2021). D’autres cellules peuvent également migrer de la
peau dans la circulation systémique via les vaisseaux lymphatiques. C’est par exemple le cas

des cellules dendritiques, qui migrent vers les organes lymphoides secondaires pour présenter
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un peptide antigénique aux LT naifs pour les éduquer ou aux LT spécifiques d’antigéne pour
les activer (Otsuka et al., 2018; Worbs et al., 2017).

2.3 L’hypoderme
L’hypoderme est le tissu adipeux cutané. Il a deux fonctions principales : énergétique
(stockage et libération des lipides) et endocrinienne (synthése et sécrétion des adipokines).
Quelques données de la littérature suggérent un réle des adipocytes cutanés dans la réponse
immunitaire contre S. aureus (Dokoshi et al., 2020; Zhang et al., 2015a).

24 Aspects fonctionnels de la peau : réle de barriére

La fonction principale de la peau est de fournir une barriere entre I'environnement et
l'organisme, pour maintenir 'lhoméostasie. Cette barriere est assurée en grande partie par
I'épiderme, notamment par le strafum corneum, mais d’autres acteurs interviennent, comme

les cellules immunitaires dermiques.

La fonction barriere de la peau a fait I'objet d’'un travail bibliographique intitulé Five
Functional Aspects of the Epidermal Barrier, publié dans la revue International Journal of
Molecular Science en 2021. Le lecteur en trouvera ici une reproduction.
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Abstract The epidermis is a living, multilayered barrier with five functional levels, including
a physical, a chemical, a microbial, a neuronal, and an immune level. Altogether, this complex organ
contributes to protect the host from external aggression and to preserve its integrity. In this review,
we focused on the ditferent functional aspects.

Keywords: epidermis; skin barrier; stratum corneum; ceramides; keratinization; desmosomes; tight
junctions; immunity; sensory nerves; microbiome

The skin, measuring around 2 m? in an adult, is our largest organ and provides
our organism with integrity and identity. It also allows exchange with our environment,
while simultaneously mediating protection from it. The most important function of the
skin is to provide an effective barrier between the internal and external environments
of an organism [1-7]. The epidermis provides an interface/outside-inside barrier that
contributes to three primary functions: limiting passive water loss, protecting against
environmental aggressions (e.g., chemical, ultraviolet light, allergens . .. ), and preventing
microbial infection. In addition, the epidermis should be able to mount an effective
regenerative response after injury, since integrity of the skin barrier is required to fulfill its
functions [8]. Five functional aspects of the cutaneous barrier can therefore be distinguished,
including a physical, a chemical, a microbial, a neuronal, and an immune level.

1. Physical Protection

The epidermis is characterized by a highly cohesive, multilayered cell architecture.
Living cell layers of the epidermis are crucial in the formation and maintenance of the
barrier on two different levels. First, keratinocytes form the outermost protective, dead
layer of the skin—the cornified or horny layer (stratum corneum, SC), through a complex
terminal differentiation process named keratinization. Second, the living cell layers form
a resilient tissue by providing mechanical cohesion between cells by means of desmosomes,
adherens junctions (A]), and tight junctions (T]) (Figure 1).
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Figure 1. Modification of intercellular junction along keratinocyte differentiation. Kc: keratinocytes Ds: desmosome;
CDs: corneodesmosome; TJ: tight junction; AJ: adherens junction; K: keratin; Tg: transglutaminase; SPR: small proline-

rich proteins.

1.1. Keratinization

The epidermis is a stratified epithelium composed of morphologically distinct cellular
layers that reflect the keratinocyte terminal differentiation process. Depending on the
anatomical location, these layers from deep to superficial are: stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum, and stratum corneum (SC).

The stratum lucidum is morphologically distinguishable only in the thick and hairless
skin of palms and soles. It is composed by two to three layers of dead and anucleate
keratinocytes (corneocytes) presenting particular colorless staining properties at the basal
part of the horny layer. Within the epidermis, keratinocyte proliferation is restricted to
the basal cell layers. After mitosis, keratinocytes progressively differentiate and migrate
through the epidermis towards skin surface, to finally lose their nuclei and other cellular
organelles, cornify and flatten, thus forming the SC [2]. The process of keratinization
is accompanied by expression of different constitutive proteins characteristic for each
differentiation stage (Figure 1).

Keratin (K) is the main structural protein, contributing to 30%—80% of the total epider-
mal proteins. More than 50 mammalian keratins have been identified and characterized.
Keratins can be sub-classified into two distinct classes: Type I keratins, including K9 to K40,
are relatively acidic whereas type II keratins, including K1 to K8 and K71 to 86, are more
basic. The active keratin genes are clustered into two dense regions of the chromosomes
12q and 17q [9]. Keratins are arranged by pairs belonging to the two aforementioned
families to form intermediate filament bundles of the cytoskeleton.

In the stratum granulosum, keratinocytes contain filaggrin (FLG)-rich keratohyalin gran-
ules (KHGs) with filaggrin (FLG) and lamellar granules (LGs, lamellar bodies) containing
lipids, proteases, protease inhibitors, antimicrobial peptides (AMP), and some structural
proteins (e.g., corneodesmosin). Granular keratinocytes are crucial to SC homeostasis and
barrier function through (1) the production and release of LG content to the extracellu-
lar spaces beneath SC [10,11] and (2) the liquid-liquid phase changes and biochemical
transformations of KHG proteins [4].

As the outermost layer of the skin, the SC is the first line of the outside-in cutaneous
barrier. The SC is composed of flattened, multilayered anucleate keratinocytes called

42



Int. J. Mal. Sci. 2021, 22, 11676

3of14

corneocytes, surrounded by multiple planar lamellae sheets of lipid lamellae, enriched in
ceramides, cholesterol, and free fatty acids (FFA) [12,13]. Cornification is the last stage of
terminal differentiation leading to cell death. All metabolic activity ceases, cells lose their
organelles including the nucleus, and lipids and proteins are extruded to fill the spaces
between cornified cells, effectively sealing the skin. At the skin surface, dead corneocytes
are progressively shed off and the relatively constant thickness of the SC is maintained
through continuous keratinization at the bottom [14].

Although evidence exists for a role of organelle disintegration, proteases, nucleases,
and transglutaminases contributing to cell death, the molecular coordination of this mode of
programmed cell death is far from understood [15-17]. Disorganized apoptotic or necrotic
cell death would lead to the release of DAMPs (danger-associated molecular patterns
including self antigens), inflammation autoimmunity, and disturbance of the differentiation
process of adjacent keratinocy tes. Interestingly, it has been demonstrated that keratinocytes
may activate non-apoptotic and non-necroptotic pathways, i.e., autophagy, to prevent
premature cell death during terminal differentiation. In addition, autophagy is involved
in the immune response and neutralizes pathogens and clears senescent cells [15-17].
However, the autophagy machinery can either protect or cause autoimmune disorders.
The physiological circumstances that govern this “balancing act” are not well understood.
The cytokine microenvironment from dying immune cells, pathogens, or senescent cells can
potentially direct the autophagic response in skin. It has been suggested that autophagy
may participate in various physiological activities to ensure the smooth and quiescent
operation of the immunotolerant environment and to maintain skin integrity [16].

The “brick and mortar model” has been proposed to illustrate the SC architecture [14,15].
Protein and lipid envelopes surround each brick, ie., the corneocyte. The corneocyte
protein envelope includes mainly loricrin, involucrin, small proline-rich proteins (SPRPs),
and filaggrin (FLG), which are substrates for the enzymatic action of transglutaminases [19,20].
The corneocyte lipid envelope is a monolayer of ceramides that serves as a scaffold for
the organization of intercellular lamellar lipids of the SC. The “mortar” component is
a lipid-rich matrix composed of ceramides, cholesterol, and FFA modified by different 5C
enzymes. The SC extracellular matrix contains not only lipids but also enzymes, structural
proteins, and antimicrobial peptides [21]. The inter-corneocyte lipids,/ proteins matrix and
protein-rich corneocytes are critical for the formation of the functional skin barrier.

A major component of the barrier is the multifunctional epidermal protein FLG. FLG
derives from a large precursor, pro-FLG contained into the KHGs of the strafum granulosum
keratinocytes [22]. As keratinocytes cornify, pro-FLG undergoes dephosphorylation and
enzymatic processing to deiminated filaggrin molecules dispersed in the corneocyte interior
and becomes partially crosslinked to cornified envelopes [23,24]. Ultimately, free amino
acids resulting from the filaggrin breakdown form the major part of the so-called natural
moisturizing factor (NMF) of 5C, presenting an exceptional water-holding capacity and
contributing to the low pH of 5C [25]. Recently, physico-chemical changes in liquid-liquid
phase transition accompanying acidification of the cell contents at the interface between
living epidermis and SC, have been incriminated in the dispersion of proteins condensed
in KHGs upon cornification [24].

Ceramide is a general term for certain well-characterized sphingolipid metabolites
and second messengers involved in numerous biological processes in the cell. Ceramides
are not only a key molecules in sphingolipid metabolism but are also important signaling
molecules that are able to regulate vital cellular functions [26]. They consist of a backbone
(sphingosine (5), phytosphingosine (P), or 6-hydroxy-sphingosine (H)) and a fatty acid
residue (non-hydroxy fatty acid (N), hydroxy fatty acid (A), or esterified hydroxy fatty
acid (EQ)). The combination of a fatty acid and a backbone results in various subclasses of
ceramide fractions found in the SC [26,27]. SC ceramides are an essential element of the
extracellular lipid matrix and play a critical role in the formation of the most important
natural barrier to transepidermal water loss and to penetration of various compounds into
the skin. Intercellular lipid multilayers, composed of quasi-equimolar proportions of ce-
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ramides, free fatty acids, and cholesterol, form hydrophobic stacks between 5C corneocytes.
Yet, hydrophilic inclusions are present within this crystalline-like extracellular matrix. They
carry proteins delivered to the extracellular spaces at the same time as lipids and thus may
swell upon SC hydration [28]. In this way, a humid environment promotes desquamation
by facilitating accessibility of junction-degrading enzymes and promotes transepidermal
fluxes of water soluble substances. Inflammatory skin diseases are accompanied by a shift
in the proportion of ceramide subclasses. In the SC of atopic dermatitis (AD) patients,
the ceramide subclass AP is increased while in psoriasis lesions, the subclasses AF, NF,
and EOP are lowered [26], witnessing to the abnormal inside-out and outside-in SC barrier.

1.2. Epidermal Cell Junctions

To obtain a fully functional skin barrier, keratinocytes should be connected to each other
by intercellular junctions that link intercellular contacts to the cytoskeleton (Figure 1) [29].

Adherens junctions (A]s) are intercellular structures that couple cell membrane to the
cytoskeleton of actin, thereby creating a transcellular network. The molecular basis of AJs
consists of two cell adhesion receptor complexes, the classical cadherin/catenin complex
and the nectin/afadin complex, which both link to the actin filaments of the cytoskeleton.
Two types of classical cadherins are expressed in the epidermis: P-cadherin (cadherin 3) in
the basal layer, and E-cadherin (cadherin 1) in all living layers of the epidermis. In vitro
and in vivo studies using knockout/ knockdown strategies demonstrated that cadherins
are also involved in the formation of T|s and desmosomes [30-32].

Tight Junctions (T]s) are occluding junctions composed of three major transmembrane
proteins, i.e., occludin, claudins, and E-cadherin [33]. These associate with different periph-
eral cell proteins such as zonula occludens (ZO) located on the intracellular side of the
membrane, which anchor to the actin filaments of the cytoskeleton [34]. T]s constitute the
secondary outside-in barrier, next to the SC, and are primarily involved in the regulation of
inside-out water fluxes.

Gap Junctions (G]s) establish a specialized communication system within the epider-
mis suitable for the exchange of ions, metabolites, and secondary messengers. GJs are
aggregates of protein channels formed by adjacent cells that allow direct communication be-
tween the cytosols. These intercellular channels assemble from various connexin subunits
named after the molecular mass of each family member. Six connexins oligomerize within
a cell to form a hemichannel {connexon) that is transported to the plasma membrane and
connects with a similar structure on the other cell. Connexins are involved in keratinocyte
proliferation and are upregulated in wound healing, psoriasis, and skin cancer [35,36].
Electrical and metabolic coupling provided by (] is important for coordination of the
differentiation processes and, in fine, constitution of the 5C barrier.

Desmosomes are composed of the transmembrane desmosomal cadherins, desmogleins
(D5G) 14 5, and desmocollins (DSC) 1-3 [37] (Figure 2). The intracellular ends of desmoso-
mal cadherins are inserted in the molecular network of adaptor proteins forming desmo-
somal plaques, to which keratin filaments bind. Two families of plaque proteins can be
distinguished in desmosomes: (i) plakoglobin and plakephilins and (ii) desmoplakin, envo-
plakin, periplakin, and plectin from the plakin family. According to the level of keratinocyte
differentiation, lower epidermal DSG 2 and 3 are progressively substituted by DSG 1 and
4 in the upper viable epidermal layers. In the same way, DSC 3 is replaced by DSC 1
(Figure 1). In the SC, the morphology of desmosomes changes dramatically, and they are
then called corneodesmosomes [38].

The layered structure of the intercellular portion of the junction is lost, whereas
the intracellular plaque becomes embedded within the cross-linked cornified envelope.
DSG 1, DSC 1, and corneodesmosin (CDSN) are structural components of the corneodesmo-
some cores. Desquamation, i.e., the release of corneocytes at the skin surface occurs after
cleavage of DSG1, DSC1, and CDSN by various lamellar granules-secreted proteases, in-
cluding kallikreins (KLKs) and cathepsins. This process is regulated by protease inhibitors
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expressed in the SG and also transported to the extracellular space of SC by lamellar
granules [39,40].
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Figure 2. Changes in desmosome composition during keratinocyte differentiation.

Accelerated desquamation and degradation of corneodesmosomes caused by either
overexpression of proteases or downregulation of their inhibitors result in epidermal
barrier dysfunction observed in different diseases [41].

Genetic mutations provoking impairment of keratinocyte differentiation or targeting
epidermal junctions (Tables 1 and 2) are associated with different skin phenotypes [40,42-44].
Obviously, defective SC formation and/or its precocious desquamation lead to severe
abnormalities in epidermal barrier function.

Table 1. Epidermal Differentiation-related Genetic Disorders. Adapted from Oji et al. [42]. Syd: syndrome; K: keratin;
AR: autosomal recessive.

Disease Localization Molecule/Function Gene
Epidermolysis bullosa simplex K5/K14 KRT5/KRT14
Epidermolytic ichthyosis of Brocq K1/K10 KRT1/KRT10
Epidermolytic ichthyosis of Siemens K2 KRT2
Curt-Macklin syd Keratins K1 KRT1
Ichthyosis variegata K10 KRT10
Epidermolytic keratoderma (Vorner-Thost) K9 KRT9
White sponge hyperplasia K4/K13 KRT4/KRT13
Ichthyosis vulgaris Keratohyalin granules Filaggrin FLG
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Table 1. Cont.

Disease Localization Molecule/Function Gene
CEDNIK syd Fusion of membranes SNAP29
Harlequin ichthyosis Transporter ABCA12
Conradi-Hunermann-Happle syd Cholesterol synthesis EBP
X-linked ichthyosis P | IRTET Steroid sulphatase 5Ts
Chanarin Dorfman syd B Lipid metabolism ABHDS
Netherton syd LEKTI (protease inhibitor) SPINKS
Sjogren-Larsson syd Lipid metabolism ALDH3A?Z
Papillon Lefevre syd Cathepsin C CTSC
AR congenital ichthyosis Transglutaminase TGM1
Progressive symmetric erythrokeratoderma Cornified envelope Loricrin LOR
Vohvinkel syd with ichthyosis Loricrin LOR

Table 2. Epidermal Junctions-related Genetic Disorders. Adapted from Haftek [4(}], Guerra et al. [43] and Petrof et al.
[44]. PPK: Palmo-Plantar Keratoderma; ARVC: Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy; syd: syndrome.

Disease Junction Molecule Gene
Peeling skin syd type B CDSN/PSOR1

; Comeodesmosome Corneodesmosin et
Hypotrichosis simplex CDsSN
Skin dermatitis, multiple severe allergies, metabolic wasting syd ) . DsG1
Type I striate PPK 2t ety DSG1
Localized Hypotrichosis Desmoglein 4 D5G4
ARV C cardiomyopathy with PPK and woolly hair i DsC2

- = - Desmocollin

DSC3 and hypotrichosis and recurrent skin vesicles DsC3
Type II striate PFK
ARVCS
Carvajal syd: striated PPK, woolly hair, and left ventricular cardiomy opathy Desmoplakin DSP
Skin fragility,/woolly hair syd De
Lethal acantholytic epidermolysis bullosa smosome
ARVC12
MNaxos disease: ARVC, PPK, woolly hair
ARVC, PPK, alopecia Flakoglobin Jup
Focal and diffuse PPK, woolly hair
Lethal congenital epidermolysis bullosa
Ectodermal dysplasia-skin fragility syd Plakophilin PEP1
Hailey Hailey's disease Ca(2+)/Mn(2+}-ATPase (SPCA1) ATF2C1
Darier’s disease Calcium/ATPase (SERCAZ) ATP2A2
NISCH syd Tight Junctions Claudin 1 CLDNT
KID svd Connexin 26 GJB2
Keratoderma hereditaria mutilans (Vohwinkel's syd) G " Connexin 26 GjB2
Hidrotic ectodermal dysplasia (Clouston syd) g o s Connexin 30 GIBé
Erythrokeratoderma variabilis (Mendes da Costa syd) Connexin 31 GIB3

1.3. Protection against Ultraviolet Radiations (UVR)

Ultraviolet radiation penetrates skin to variable depths, depending on the wavelength:
long-wave UVA is responsible for dermal actinic ageing whereas short-wave, highly
energetic UVB rays can reach no further than living cell layers of the epidermis but cause
acute (sunburn) and long-term damages (cumulative changes to the genetic material). 5C
is able to absorb a sizeable part of UVB energy, thanks mainly to the presence of various
chromophores, including trans-urocanic acid—one of the products of FLG degradation [45].

Melanin, the pigment elaborated by melanocytes, is another adaptive filter to UVR.
Melanocytes are found between keratinocytes of the stratum basale, at the ratio of 1:10,
and form the epidermal melanin units as a result of the relationship between one melanocyte
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and 3040 associated keratinocytes. Melanin is synthesized in melanosomes—specialized,
lysosome-like organelles. Mature melanosomes are transported along melanocyte micro-
tubules within the pigment cell dendrites and transferred to neighboring keratinocytes [46].
These melanosomes form a cap over the cell nucleus to protect keratinocytes’ genetic
material from being damaged by UVR (Figure 3) [47]. Epidermal melanin is a primary
absorber of UVR, thus protecting the underlying epidermal and dermal elements. Melanin
absorbs both ultraviolet and visible light and transforms the energy into heat through
internal conversion. The absorption increases linearly in the range of 720 to 620 nm and
then exponentially toward shorter wavelengths (300600 nm). Upon UVB exposure, de-
layed pigment darkening appears in the skin. The tanning response is probably the most
striking photo-protective mechanism against the detrimental effects of UVR exposure to the
skin. Stimulation of the UV-dependent a-MSH-MCIR pathway activates the cAMP-CREB-
MITF cascade in melanocytes, resulting in the synthesis of melanin and eventual transfer
of melanosomes to keratinocytes for protection against UVR [48,49]. Epidermal (and
follicular) melanocytes produce two types of melanin pigment, eumelanin and pheome-
lanin. Epidermal photoprotective barrier to UVR is based on the predominant pigment,
eumelanin, which functions as a free radical scavenger with superoxide dismutase-like ac-
tivity that reduces reactive oxygen species (ROS). Pheomelanin, instead, can generate ROS
through UV-dependent and UV-independent pathways, exposing therefore fair-skinned
individuals to an increased risk of melanoma [50].

Figure 3. Human epidermis after solar irradiation (magnification x 120, HES stain). UVB light
stimulates melanin secretion which acts as a built-in sunscreen. Epidermal melanin is a primary
absorber of ultraviolet radiation, thus protecting the underlying epidermal and dermal elements.

2. Chemical Aspect of the Epidermal Barrier

The chemical factors included in the SC contribute to its acidic pH and to the antimi-
crobial activity through the release of anti-microbial peptides (AMP).

The pH of normal human SC ranges from 4.5 to 5.5 and is involved in the permeability
barrier homeostasis, the cohesion of the SC, the regulation of the microbiome, and the
down-regulation of pro-inflammatory cytokine signaling [51]. Different endogenous mech-
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anisms account for the global reduction in the pH of the SC, including the hydrolyzation
of phospholipids into FFA by phospholipases (sPLA2), the acidification by the sodium-
hydrogen antiporter type 1 (NHE1), the catabolism of FLG into free amino acids including
trans-urocanic acid and the release of protons from melanin granules.

The natural-moisturizing factors (NMFs) of SC is produced upon cornification.
[t comprises amino acids and their derivatives (pyrrolidone carboxylic acid and urocanic
acid) resulting from the proteolysis of epidermal FLG. Changes in the NMFs alter the
epidermis pH and lipids, indicating an interdependence between the chemical and the
physical barrier functions [52-54]. Other components of the NMFs include lactates, urea,
and electrolytes which also contribute to the pH and the state of hydration of the 5C.
Secretions from the sebaceous glands, containing triglycerides, wax esters, and squalene,
are delivered directly onto the top of 5C and add up to the water holding capacity and
maintenance of the low pH. Indeed, bacteria and yeasts from the epidermis microbiome
hydrolyze triglycerides into FFA, contributing to the acidification of the skin.

Sweat is not only involved in thermoregulation but is also able to increase and main-
tain skin hydration [55]. Urea and lactic acid present in sweat help in moisture retention by
5C and make part of NME Eccrine sweat contains a large number of minerals, proteins, pro-
teolytic enzymes, AMPs, and various inflammatory cytokines, such as IL-1, IL-6, and IL-31,
which can act as danger signals by activating keratinocytes [56]. The acidic mantle at the
skin surface is also partially constituted by sweat. Kazal-type 5 (SPINKS5) protease inhibitor,
which contributes to maintaining epidermal homeostasis, and cysteine A protease inhibitor,
which serves as the first line of defense against allergens with cysteine protease activity,
are also secreted with sweat. As sweat is delivered onto the skin surface, it has no direct
contact with living keratinocytes in healthy skin. However, in the skin with a defective
cutaneous barrier, the leakage of sweat into the epidermis and the dermis causes not only
chronic inflammation associated with itching sensation but also dry skin [57].

3. Role of the Microbiome in Skin

The skin’s natural microbiome colonizes the epidermal surface (Figure 4). The com-
position of the cutaneous microbiome includes bacteria, fungi, and viruses, and is fairly
stable. Culture-independent genomic approaches have shown that, in contrast to the
gut microbiome, the skin microbiota are dominated by Actinobacteria with an abundance
of Gram-positive bacteria, such as Staphylococcus, Propionibacterium, and Corynebacterium
species [58]. The composition of microbial communities depends on the skin site, with
changes in the relative abundance of bacterial taxa associated with moist, dry, and sebum-
rich microenvironments. Sebaceous sites are dominated by lipophilic Propionibacterium
species, whereas bacteria that thrive in humid environments, such as Staphylococcuts and
Cﬂry‘nebﬂffen'u m species, are preferentially abundant in moist areas, including the bends of
the elbows and the feet.

Bacterial commensal colonization of human skin is vital for the defence-training and
maintenance of the skin’s innate and adaptive immune functions [59]. Staphylococcus
epidermidis, belonging to the natural cutaneous microbiome, inhibits colonization by the
pathogenic Staphylococcus aureus and induces expression of AMPs resulting in S. epidermidis-
orchestrated innate immune alertness. Additionally, it may enhance epidermal barrier
function through the increased expression of T] proteins occludin and ZO-1 [60].

Tight regulation of the composition of the microbiome is provided by the epidermis
pH and by the skin immune system. Efficacy of the epidermal barrier is, thus, the outcome
of the threefold crosstalk between the chemical barrier, the skin immune system, and skin
microbiota. The skin microbiome participates in transmission of xenobiotic environmental
signals to the functional immune network of the skin [61].
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Figure 4. Crosstalk between microbiological, immunological, and sensory nerve barriers of the
epidermis. Bacteria and skin cells are organized in a symbiosis in which nutrients are shared and
protection from environmental hazards (e.g., pathogens) is provided by the different actors. Bacteria
produce their own AMPs and stimulate immune cells and keratinocytes to induce immune vigilance
and modulate the epidermal structure. In return, the epidermis produces nutrients and ligands
essential for the establishment of commensal flora and develops an anti-pathogen defense via the
production of AMPs, the action of cells such as neutrophils and macrophages, the production of
cytokines to potentiate the action of these cells and chemokines to recruit them from the bloodstream.
Immune cells and keratinocytes also interact with nerve endings (“neurcinflammation”) to potentiate
the response to pathogens and participate in sensory awareness. Finally, the skin barrier informs the
body by sending nerve impulses and circulating skin cells to lymphoid organs.

4. Immunological Aspects of the Barrier Function

The immune barrier of the skin comprises a variety of resident immune cells popu-
lating epidermis and dermis (Figure 4) [1]. Constitutive sentinels of the immune system,
such as several types of resident antigen-presenting cells e.g., epidermal Langerhans cells
and dermal dendritic cells, cooperate with keratinocytes and adaptive tissue-resident
memory lymphocytes to maintain the surveillance against foreign aggressions [62].

An important part of this barrier belongs to the innate defense system. AMPs are con-
sidered a rapid and first-line response of the innate immune system to microbial pathogens.
Together with their antimicrobial effects, AMPs also exert immunomodulatory effects by
inducing cell migration, proliferation, and differentiation, regulating cytokine/chemokine
production, and sustaining the barrier function of the skin [63]. AMPs, such as L1-37, hu-
man beta-defensins, and S100A7 are produced and released by keratinocytes and immune
cells [64]. This non-specific immunity is effective against a wide range of pathogens and
contributes to the regulation of the skin microflora [65].

Altogether, this immune armada efficiently senses microbial danger signals via
pathogen- and damage-associated molecular patterns (PAMPs and DAMPs) and specific
pattern recognition receptors that include Toll-like receptor (TLR), Nod-like receptor (NLR),
and C-type Lectin receptor (CLR). Initiation of an adequate immune response results in
tissue inflammation and further barrier disruption aimed at clearing the xenobiotic inva-
sion. Beyond this necessary but locally harmful action, resident immune cells subsequently
contribute to skin barrier repair and re-establishment of homeostasis.
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Several feedback mechanisms exist between various functional components of the
skin barrier. The immune defense system is influenced by other skin barrier components
and vice versa. AMP expression is thus regulated by the cutaneous microbiome. Acti-
vation of various TLRs enhances T] barrier function by up-regulation of the expression
of claudins, ZO-1, and occludin [66]. In contrast, proinflammatory cytokines like inter-
leukin 1f and tumor necrosis factor alpha have been shown to differently modulate T]
function [67]. Furthermore, T]s together with the functional 5C barrier are involved in
the regulation of innate immunological barrier because they limit the contact of living
epidermal cells expressing pattern recognition receptors with the external danger signals
including pathogens [68].

5. Participation of the Sensory Neuronal System in the Barrier Function

The skin is a sensory organ that comprises a large range of sensory receptors associated
with non-neuronal components (Figure 4), such as Meissner corpuscles, Pacini corpuscles,
and Ruffini endings in the dermis or Merkel cell complexes in the epidermis [69,70]. Be-
sides, intra-epidermal nerve fibers (IENF), classified as C- and Ad-fibers, unmyelinated, and
thickly myelinated, respectively transduce stimuli via specific receptors, in particular Tran-
sient Receptor Potential (TRP) ion channels [71]. Originally described as “touch corpuscles”
by Friedrich Merkel in 1875, Merkel complexes are groups of specialized cells in the epider-
mis of glabrous skin that are innervated by sensory fibers, via synaptic junctions. Merkel
cells are anchored within the epidermis by thin cytoplasmic protrusions projecting to
keratinocytes and by desmosomes [70]. The IENF are not the exclusive transducers of pain
and itch. While TRP is expressed both by sensory neurons and keratinocytes, its specific
and selective activation on keratinocytes is sufficient to induce pain [71]. The entire epi-
dermis may be thus considered as a sensory tissue [72]. IENF can communicate with
different cell populations in the different layers of the skin by releasing various types of
neuropeptides. Almost all cutaneous cells express functional receptors for neuropeptides,
through which they receive signals from the nervous system. In turn, skin cells produce
neuropeptides and neurotrophins, which stimulate nerve fibers. This exchange creates
a positive bidirectional feedback loop. There is increasing evidence that the cutaneous ner-
vous system modulates physiological and pathophysiological effects including cell growth
and differentiation, immunity, and inflammation as well as tissue repair. Skin innervation
is part of the peripheral nervous system. This cutaneous nervous system is constantly
receiving and responding to various types of stimuli which can be either physical (thermal,
mechanical, electrical, light), chemical, or produced by allergens, haptens, microbiological
agents, trauma, or inflammation. Cutaneous nerves can also respond to stimuli from the
blood stream and react to emotions. Moreover, the central nervous system can modulate
a large number of functions within the skin including vasomotricity, thermoregulation,
piloerection, gland and cell secretion, tissue growth and differentiation, wound healing,
immune response, and inflammation [73,74]. This happens either directly, via efferent
autonomic nerves and brain-derived mediators or indirectly, through the immune cells and
adrenal glands relaying central signals.

The epidermis is thought to protect sensory nerves from overexposure to environmen-
tal stimuli, and epidermal barrier impairment leads to pathological conditions associated
with itch, such as atopic dermatitis. Epidermal nerve endings are pruned through inter-
actions with keratinocytes to stay below the T] barrier, and disruption of this mechanism
may lead to aberrant activation of epidermal nerves and pathological itch [75].

The epidermis closely interacts with nerve endings and both epidermis and nerves
produce substances for mutual sustenance. Several factors including pH gradient, skin
barrier integrity, irritant exposure, and the microbiome can modulate these interactions.
Complex interplay exists between the immune and sensory nervous systems through
the activation of protease-activated receptors (PARs) by endogenous and microbiome-
derived proteases and the release of cytokines, neuropeptides, and neurotrophins by
both keratinocytes and neurons [73,76]. Activation of PARs can be linked to downstream
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activation of transient receptor potential (TRP) of ion channels, e.g., ENaC that mediate
neurogenic inflammation and pain and participates to the production and the secretion
of lipids by the epidermis [77]. Furthermore, PAR2 might contribute to epidermal barrier
impairment by compromising TJs integrity and claudin-1 expression [78].

6. Conclusions

The epidermis provides a protection against mechanical, chemical, and microbial
injury through the formation of various interactive functional barriers.

If one barrier system is altered and not compensated, this may lead to a vicious circle of
inflammation and the development of skin diseases such as AD [52,54]. A major challenge
for future treatment approaches will be to understand the interdependence of these five
functional parts of the cutaneous barrier and to apply specific regimens that restore its
proper function [1,3]. It has been recently demonstrated that the phosphodiesterase-4B
inhibitor crisaborole, the 114 receptor antagonist dupilumab, and JAK-STAT inhibitors
which are involved in the regulation of the immunological barrier are also able to increase
the expression of filaggrin, loricrin, and claudins, thus contributing to the restoration of the
physical barrier [79-81].
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3. Le microbiote cutané

Le microbiote cutané est 'ensemble des micro-organismes (plusieurs millions de bactéries,

virus, champignons) qui colonisent la peau.

3.1 Analyse descriptive du microbiote cutané

De maniére globale, indépendamment de l'individu et du site cutané étudié, les bactéries
sont les micro-organismes les plus représentés sur la peau, et les champignons les moins
représentés (Byrd et al., 2018)(Figure 7). Il faut toutefois relativiser ce constat, en considérant
que les connaissances que I'on a sur les génomes bactériens sont bien plus importantes que
celles sur les virus et les champignons, de méme que sur les techniques d’extraction et de

purification des acides nucléiques bactériens.
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Figure 7. Composition du microbiote cutané commensal, sur la base d’analyses transcriptomiques, en
fonction des caractéristiques des sites cutanés étudiés. Issue de (Byrd et al., 2018)

Les études de séquencgage’ portant sur le microbiote cutané d’adultes en bonne santé
montrent que la composition des communautés bactériennes dépend du microenvironnement
cutané (humide, sec ou sébacé). Les sites sébacés sont dominés par les genres® lipophiles
Propionibacterium (nouvellement Cutibacterium), tandis que genres Staphylococcus et
Corynebacterium, qui se développent dans les environnements humides, sont

préférentiellement abondants dans les zones flexurales. A linverse, la composition des

7 Le séquencgage permet d’amplifier le matériel génétique présent dans un échantillon, afin d’identifier les génes qui s'y
trouvent. En comparant 'ensemble des génes (génome) avec une base de données, on peut ainsi identifier les micro-organismes
présents dans I'échantillon.

8 Rangs taxonomiques, du plus large au plus étroit : Domaine > Phylum > Classe > Ordre > Famille > Genre > Espéce.
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communautés fongiques ne dépend pas de ces caractéristiques. Les champignons du genre
Malassezia prédominent sur les sites centraux et les bras, tandis que les pieds sont colonisés
par une flore fungique plus diversifiée de Malassezia spp®, Aspergillus spp, Cryptococcus spp,
Rhodotorula spp, Epicoccum spp et autres (Byrd et al., 2018). Cette répartition subit des
modulations ponctuelles (Leung et al., 2018) mais reste globalement stable chez I'adulte (Oh
et al., 2016).

On estime que le microbiote cutané est stable a partir de la fin de la puberté. Cette période
est a l'origine de modifications substantielles en lien avec les modifications hormonales et
I'excrétion de grandes quantités de sébum (Park et al., 2022). Le microbiote cutané de I'enfant
prépubeére et en début de puberté se caractérise par une diversité microbienne plus importante
qu’en fin de puberté. Il est prédominé par les genres Streptococcus et les bactéries des classes
Betaproteobacteria et Gammaproteobacteria en préadolescence, puis émergent les bactéries
du genre Cutibacterium (anciennement Propionibacterium) avec I'augmentation de la
production de sébum (Oh et al., 2012). C’est a cette période que I'acné survient, une
pathologie inflammatoire fréquente de la peau, associée a une dysbiose cutanée a
Cutibacterium acnes (C. acnes) (Lee et al., 2019b).

Une caractéristique majeure du microbiote cutané de 'Homme sain est sa diversité (Grice
et al., 2008). Ainsi, des especes associées a des infections ou des dysbioses, comme C. acnes
ou S. aureus, sont retrouvés chez les enfants sains, y compris les nourrissons (Roux et al.,
2022), sans conséquence sur I’homéostasie, dés lors qu’ils sont inclus dans un microbiote
divers a I'équilibre. Cela illustre qu’en plus de la présence de telle ou telle bactérie, la diversité
du microbiote, I'intégrité du tissu colonisé (ici, la peau) et les interactions au sein de ce systéme
permettent un état homéostatique. Pour maintenir le microbiote cutané commensal a

I'équilibre, le microbiote cutané commensal a développé des systemes d’auto-régulation.

3.2 Auto-réqulation du microbiote cutané

Deux mécanismes principaux d’auto-modulation du microbiote cutané ont été décrits : (i) la
régulation via le quorum sensing et (ii) la production de peptides antimicrobiens (PAM) par les

bactéries commensales.

3.2.1 Quorum sensing

Le quorum sensing est un systéme de régulation de I'expression des génes bactériens en
réponse a la fluctuation de la densité bactérienne (Mukherjee and Bassler, 2019). Un exemple
bien étudié est le quorum sensing Agr (Agr-QS) porté par les staphylocoques, dont S. aureus

9 Spp (species plurimae) signifie « plusieurs espéces » d'un méme genre.
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(Figure 8) (Le and Otto, 2015). Dans ce systeme, la protéine AgrD est modifiée lors de sa
sécrétion a travers la protéine AgrB, un canal transmembranaire, sous une forme appelée
peptide auto-inducteur (AIP). Ce peptide active la voie de transduction AgrB-AgrD via des
phosphorylations. Sous sa forme phosphorylée, AgrD est un facteur de transcription de
'ARNII, responsable de l'expression des protéines Agr, de I'ARNIIl, responsable de
I'expression d’un grand nombre de génes codant pour des toxines. Ainsi le systéme s’auto-
amplifie et, surtout, plus les bactéries sont nombreuses et plus le systéme de production de
toxines est activé. L’ARNIII inhibant également I'expression de génes d’adhésion aux tissus,
a une certaine densité, la bactérie passe d’une phase d’adhésion et de prolifération a une
phase d’invasion du tissu (Figure 9). A noter que 'Agr-QS peut étre activé indépendamment
de I'AIP, par des facteurs environnementaux comme la concentration en glucose ou le pH

environnant (Regassa et al., 1992).

Q) S. aureus of different Agr types
other
Quorum-sensmg circuit (b Staphylococcus

b species
=

Cross-inhibition

AIP maturation

Signal
\transducnon and export

Lo

-« > Stoxin (hid)
RNAII P2 P3
agrA agrC agrD "agrB /
RNAlll-independent RNAlll-dependent

control control

% \//’J
VAV

Promotion of Target gene N RNAII
transcnpnon
control d4 ‘
Activation of
/ Wﬂ:nﬂ
O Inhibition of translanon
psmu l 1]
S0 AU _

PSMs
Derepressron

/Toxins

Proteases (SspA, SspB. Spl etc.)

Lipase (Geh)

Toxins (Hla etc.)
Figure 8. lllustration du quorum sensing Agr de S. aureus. Le quorum sensing Agr est une boucle auto-régulée
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peptide) ; Hla : hémolysine-a ; PSM : phenol-soluble modulin ; Rot : repressor of toxins. Issue de (Le and Otto,
2015)
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Figure 9. Cinétique de croissance et d’expression des facteurs de virulence de S. aureus. Durant la phase
de croissance exponentielle ou phase de prolifération, les protéines de surface, favorisant notamment I'adhésion
de la bactérie, sont produites. Durant la phase stationnaire, la production des protéines de surface est inhibée et

les toxines sont sécrétées pour pénétrer le tissu, induire des dommages et échapper au systéeme immunitaire.
D’apres (Vatansever et al., 2013).

Certaines bactéries commensales produisent un AIP antagoniste a 'Agr-QS de S. aureus,
permettant de limiter sa production de toxines (Brown et al., 2020; Cogen et al., 2010a, 2010b;
Paharik et al., 2017; Williams et al., 2019). Des souches de Corynebacterium inhibent
également 'Agr-QS de S. aureus, conférant a S. aureus un état de commensalité / mutualisme
(Ramsey et al., 2016).

3.2.2 Production de peptides antimicrobiens par les bactéries commensales

Des bactéries commensales produisent par ailleurs des molécules ayant une fonction
antimicrobienne ciblant S. aureus (Nakatsuiji et al., 2017a; O’Neill et al., 2021; O’Sullivan et al.,
2019), modulant le paysage microbien a la surface de la peau. Parmi ces PAM, on retrouve
des phenol-soluble modulins (PSM) (Cogen et al., 2010a, 2010b) et des lantibiotiques
(Nakatsuiji et al., 2017a). Elles peuvent agir en synergie avec les PAM humains produits par la
peau (Cogen et al., 2010a, 2010b; Nakatsuji et al., 2017a).

Ces éléments de régulation du microbiote cutané commensal sont a l'origine de la
bactériothérapie, qui consiste a rééquilibrer le microbiote (et notamment a lutter contre S.

aureus) en appliquant sur la peau des bactéries commensales (voir en fin de chapitre 3).

En résumé, I'équilibre entre les différents micro-organismes cutanés s’opére grace a un
systeme finement régulé, dans lequel les bactéries sont sensibles a leur nombre, modulent
leur production de FV pour respecter leur environnement tissulaire, inhibent le
fonctionnement des pathogénes et produisent des PAM pour limiter leur prolifération et leur

virulence.
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3.3 Microbiote cutané et homéostasie tissulaire

Le microbiote cutané commensal a développé avec le tissu cutané une relation symbiotique
commensale / mutualiste au sein de laquelle le microbiote cutané éduque le systeme
immunitaire qui, en retour, le tolere. Ce phénoméne est étudié grace notamment a des
modeéles murins dépourvus de microbiote (souris germ-free ou GF) et/ou des modéles
d’application topique de bactéries ayant généralement un « comportement commensal »
comme Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis). Cette derniére est la plus fréquemment
utilisée, d'une part parce qu’elle représente une part importante du microbiote cutané
commensal, et d’autre part car elle induit la réponse immunitaire la plus forte (notamment
linfiltration la plus importante de LT), en comparaison a d’autres bactéries commensales (Naik
et al., 2015). Dans ces modeéles, il ressort en premier lieu que I'exposition a S. epidermidis ou
d’autres commensaux n’induit pas d’inflammation clinique cutanée (rougeur, cedéme, chaleur)
bien gu’elle soit associée a une activation de 'immunité. Ce phénoméne caractéristique du
comportement commensal du microbiote cutané permet une éducation du systeme
immunitaire pour promouvoir 'homéostasie cutanée et la protection vis-a-vis des bactéries
pathogénes. Le microbiote cutané module également I'expression génique des cellules
cutanées, notamment I'expression de génes de 'immunité, de la différentiation épidermique

et du renouvellement tissulaire (Meisel et al., 2018).

L’objet des paragraphes suivants n’est pas de détailler 'ensemble des mécanismes connus
d’interaction entre les bactéries commensales et I'immunité cutanée. Il s’agit de donner au
lecteur une vision globale des acteurs de I'immunité (innée et adaptative'?) impliqués dans ce

phénoméne de mutualisme.

3.3.1 Activation immunitaire par le microbiote cutané et tolérance

3.3.1.1 Senseurs de I'environnement et immunité innée

Les kératinocytes sont les premieres cellules exposées aux bactéries commensales et sont
pourvues de PRR, récepteurs non spécifiques d’antigene leur permettant de participer a
limmunité innée (de Koning et al., 2012) ; les PRR sont aussi exprimés par de nombreuses
cellules immunitaires et non immunitaires de la peau qui participent a cette premiére ligne
d’exposition aux micro-organismes (Chen and DiPietro, 2017). Les PRR sont de véritables
senseurs de l'environnement, liant des PAMP (pathogen-associated molecular pattern),

molécules d’origine microbiennes, et des DAMP (danger-associated molecular pattern),

10| a caractéristique majeure de I'immunité adaptative est sa spécificité d’antigéne : les LT et B sont éduqués par les cellules
présentatrices de I'antigene (exemple : cellules dendritiques) a reconnaitre spécifique un antigéne particulier, grace a leurs
récepteurs de LT (TCR) ou de LB (BCR). Bien que les lymphocytes puissent étre activés de maniére non spécifique, une activation
spécifique via leur TCR ou leur BCR leur offre une plus grande efficience dans leurs fonctions.
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dérivés de cellules endommagées. Bien que non spécifiques d’antigénes, différents PRR, liant
différents PAMP, ont été décrits (Figure 10). Ainsi les TLR (toll-like receptor), les CLR (C-type
lectin receptors), les NLR (NOD-like receptors) et d’autres PRR lient des lipoprotéines de S.
aureus (TLR-2), des PSM de S. epidermidis (TLR-6), des B-glucanes de Candida albicans
(Dectine-1), par exemple (de Koning et al., 2012; Miller, 2008). Différents PAMP activent donc
différentes voies de 'immunité et, surtout, un méme micro-organisme active plusieurs voies
de I'immunité en méme temps. Si les PRR ont longtemps été considérés comme des senseurs
de I'environnement amenant a une réponse pro-inflammatoire protectrice vis-a-vis d’infections
(de Koning et al., 2012), notamment via I'activation de l'inflammasome NLRP3'! et la
production d’'IL-18 (Wang et al., 2020), des études plus récentes décrivent I'implication des
PRR dans I'éducation immunitaire et la tolérance du microbiote commensal. Ainsi, S.
epidermidis est capable d’inhiber une inflammation induite par un pathogéne comme C. acnes
et limiter les Iésions aux tissus dus au pathogéne, via un mécanisme dépendant du TLR-2 (Xia
et al., 2016). D’autres comme Staphylococcus lugdunensis produisent des bactériocines'? qui,
outre leur action antimicrobienne directe, promeuvent le recrutement de
monocytes/macrophages et de PNN dans la peau via I'activation du TLR-2, et luttent contre
une infection a S. aureus (Bitschar et al., 2019). A l'inverse, S. epidermidis peut également
inhiber une réponse pro-inflammatoire médiée par le TLR-2 via un mécanisme dépendant de
TLR-3 (Lai et al., 2009). Un autre PRR, NOD2, qui lie des peptidoglycanes bactériens, est
indispensable pour maintenir un microbiote cutané normal : son absence est a 'origine d’'une
dysbiose cutanée, associée a une altération de la production de PAM cutanés et un
ralentissement de la cicatrisation cutanée (Williams et al., 2017a).

Les mécanismes par lesquels une activation des senseurs PRR pourrait mener a une
tolérance plutét qu’a une réponse pro-inflammatoire ne sont pas bien connus. La stimulation
répétée des PRR par le méme PAMP peut mener a une tolérance, suivant le type de PAMP
et le PRR impliqués (Broad et al., 2007) ; selon le type d’activation, les voies des PRR peuvent
induire une reprogrammation transcriptionnelle et la production de cocktails cytokiniques
différents responsables d’états de tolérance ou d’inflammation (Butcher et al., 2018), ou des
modifications épigénétiques de I'expression de geénes pro-inflammatoires (Sawada et al.,
2021).

" |inflammasome NLRP3 est un complexe protéique dont 'assemblage permet le clivage de la pro-IL-1B en IL-13 et de la
pro-IL-18 en IL-18, la dégradation de I'lL-33 et d’autres mécanismes inflammatoires (Wang et al., 2020).

12 | o5 bactériocines sont des protéines ou complexes protéiques avec une activité bactéricide contre des espéces proches
de la souche productrice (Klaenhammer, 1988).
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Figure 10. Localisation subcellulaire des PRR. Les TLR-1, 2, 4, 5, 6, 10 et 11 sont situés sur la membrane
cellulaire et reconnaissent des PAMP principalement bactériens, tandis que les TLR-3, 7, 8 et 9 sont localisés a la
membrane des endosomes et détectent les acides nucléiques d'origine virale par exemple. Les TLR sont associés
a la protéine MyD88, a I'exception du TLR-3. Dans le cytosol, les acides nucléiques sont reconnus par les RLR et
d'autres capteurs, notamment 'AIM2 et I'IFI16. Les CLRs transmembranaires reconnaissent principalement, mais
pas exclusivement, les PAMP fongiques. Les NLR cytosoliques reconnaissent les PAMP et les DAMP de diverses
origines. La plupart des voies de signalisation des PRR convergent vers I'activation du NF-kB, qui entraine la
transcription de cytokines pro-inflammatoires. L'activation des RLR, des TLR endosomaux, de I'IFI16 et du TLR4
entraine également I'activation du facteur de régulation des interférons (IRF) 3 et de I'IRF7, ce qui aboutit a la
production d'interférons de type I|. Certains NLR, AIM2 et IFI16 forment des inflammasomes lors de leur activation,
conduisant a l'activation de I'lL-1(3 par la caspase-1. En gras, les principaux ligands des PRR sont représentés.
AIM2 : absent in melanoma 2 ; CLR : C-type lectin receptor ; DAMP : damage-associated molecular patterns ;
IFI16 : IFNg-inducible protein 16 ; MDA-5 : melanoma differentiation associated gene 5 ; NLR : NOD-like receptor
; PAMP : pathogen-associated molecular pattern ; PRR : pattern recognition receptors ; RIG-I : retinoic acid-
inducible gene | ; RLR : helicase receptors ; TLR : toll-like receptor. Issue de (de Koning et al., 2012).

3.3.1.2 De I'immunité innée a I'immunité adaptative

« Fenétre d’opportunité » pour la tolérance aux bactéries commensales

L’établissement d’'une immunité adaptative suit une chronologie déterminante pour
l'obtention d’'une tolérance vis-a-vis des bactéries commensales ; on considére que les
premieres semaines de vie sont cruciales dans ce phénoméne de « fenétre de tolérance »
(Nabhani et al., 2019; Torow and Hornef, 2017). Ainsi, I'exposition néonatale a certains micro-
organismes est importante : le mode de délivrance (voie basse ou césarienne) est un des
facteurs importants modulant le microbiote cutané (Dominguez-Bello et al., 2010; Zhu et al.,
2019) et digestif (Hansen et al., 2014) néonatal, et pourrait avoir un impact sur I'éducation du

systéme immunitaire (Hansen et al., 2014). Les cellules de Langerhans sont présentes dés la
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naissance, mais leurs PRR en période néonatale varient des PRR chez le sujet adulte et
pourraient intervenir dans I'induction d’une réponse tolérogéne (Becerril-Garcia et al., 2020).
La période néonatale est également caractérisée par une grande plasticité des cellules de
Fimmunité (Kollmann et al., 2017) et par linfiltration de facteurs de régulation comme les

lymphocytes T régulateurs (LTregs)(Scharschmidt et al., 2015).
Présentation des antigénes bactériens aux lymphocytes

Les cellules dendritiques cutanées, en migrant dans les organes lymphoides secondaires
drainant la peau et présentant les antigenes aux LT naifs, font le lien entre immunité innée et
adaptative (Clausen and Stoitzner, 2015). Différentes sous-populations de cellules
dendritiqgues (cellules de Langerhans et différents sous-types de cellules dendritiques
dermiques (Clausen and Stoitzner, 2015)) coexistent dans la peau et prennent en charge
différemment les micro-organismes cutanés : les cellules de Langerhans ont une capacité
moindre d’internaliser S. epidermidis que les cellules dendritiques dermiques pour induire une
réponse pro-inflammatoire (van der Aar et al., 2013), mais initient le développement de LTregs
(van der Aar et al., 2013; Seneschal et al., 2012). A l'inverse, les cellules de Langerhans ont
un réle pro-inflammatoire lorsqu’elles sont activés par S. aureus (Seneschal et al., 2012) via
le PRR langerine (van Dalen et al., 2019). De méme, des sous-populations de cellules
dendritiques dermiques ont des réles différents dans I'induction d’'une réponses T spécifique
des bactéries commensales. Ainsi, les cellules dendritiques CD103* sont nécessaires a
induction des LT CD8* spécifiques de S. epidermidis dans la peau, tandis que les cellules
dendritigues CD11b* favoriseraient la production d’IL-17A par ces cellules (Naik et al., 2015).
Les kératinocytes, sous l'influence de S. epidermidis et via des mécanismes impliquant les
monocytes, peuvent également exprimer le complexe majeure d’histocompatibilité (CMH)-II
pour induire une réponse cutanée adaptative de type 1" (production d'interféron [IFN]-y

notamment)(Tamoutounour et al., 2019).
LTregs, acteurs clés de la tolérance

Le phénoméne de tolérance immunitaire du microbiote cutané implique les LTregs, déja
décrits comme acteurs majeurs de la tolérance vis-a-vis des protéines du soi (Yang et al.,
2015). Il existerait une fenétre d’opportunité dans la petite enfance, caractérisée par une
accumulation de LTregs dans les tissus lymphoides et non lymphoides (Thome et al., 2016).

La primo-colonisation cutanée a S. epidermidis chez des souriceaux dans les jours suivant la

13 On distingue plusieurs types d'inflammations selon les cellules et cytokines impliquées et les cibles microbiennes
identifiées. L'inflammation de type 1 (cytokine canonique : IFN-y) cible les bactéries intracellulaires et les virus, 'inflammation de
type 2 (IL-4, 5 et 13) cible les parasites extracellulaires, I'inflammation de type 17 (IL-17A, IL-17C, IL-22) cible les pathogenes
extracellulaires et les champignons.
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naissance provoque I'accumulation cutanée de LTregs spécifiques de la bactérie dans la peau,
capables de limiter I'inflammation lors de I'induction d’'une lésion associée a la réexposition a
la bactérie (Scharschmidt et al., 2015). En revanche, la méme primo-exposition chez des
souris adultes n’induit pas de LTregs, ni ne prévient I'inflammation induite par une réexposition

sur une peau lésionnelle (Scharschmidt et al., 2015).
Les ILC et les LTyd, a la frontiere entre immunité innée et immunité adaptative

Les ILC sont des cellules de 'immunité innée (i.e. n’exprimant pas de récepteurs des LT ou
B spécifiques d’antigénes) qui arborent des phénotypes et fonctionnalités proches des LT. Les
cellules NK (natural killer) se rapprochent des lymphocytes T cytotoxiques (LTc) CD8+, tandis
que les ILC1, 2 et 3 se rapprochent des LT helper (LTh)1, 2 et 17 respectivement (Eberl et al.,
2015a)(Figure 10). Leurs roles dans 'homéostasie cutanée de mieux en mieux connus (Klose
and Artis, 2016). Récemment, les ILC3 cutanés ont été décrits comme impliqués la relation
entre peau et microbiote cutané, en régulant la production de lipides antimicrobiens (Smith
and Thiboutot, 2008) : leur suppression dans la peau induit une hyperplasie des glandes
sébacées et une surexpression de lipides antimicrobiens responsable d’une dysbiose cutanée
(Kobayashi et al., 2019). A l'inverse, une dysbiose cutanée peut stimuler des ILC2 cutanés qui

peuvent provoquer des Iésions tissulaires (Sakamoto et al., 2021).
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Figure 11. Les lymphocytes T et les lymphocytes innés en miroir. Les étiquettes dans les cellules indiquent
les principaux facteurs de transcription qui régissent la fonction et la différenciation des lymphocytes T helper (LTh),
des lymphocytes innés (ILC) helper (ILC1, 2 et 3), des LT cytotoxiques (LTc) et des ILC cytotoxiques (cellules NK).
ILC : innate lymphoid cell ; NK : natural killer ; LTc : lymphocyte T cytotoxique ; LTh : lymphocyte T helper. D’aprés
(Eberl et al., 2015b).

Les LTy® sont d’authentiques LT exprimant un récepteur de LT (TCR pour T cell receptor).
Cependant, ils sont considérés a la limite entre immunités innée et adaptative. La variété des
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TCRy® est moins importante que celles des TCRaf d’'une part, et d’autre part I'activation du
TCRyd ne nécessite pas la présentation d’'un antigéne par une cellules présentatrice de
I'antigéne. Les LTyd peuvent aussi étre activés par des voies indépendantes du TCR, comme
les cellules de 'immunité innée.

Les LTyd sont localisés préférentiellement dans les épithéliums, dont la peau. Leur
accumulation est oligoclonale et spécifique des tissus. Ainsi, les LTyd Vy5* s’accumulent en
premier dans I'épiderme, sous forme de DETC (dendritic epidermal T cells), présents en grand
nombre dans la peau des souris ; les LTyd épidermiques sont rares chez 'Homme (Giri and
Lal, 2021). Puis s’accumulent les LTyd Vy6* et les Vy4* dans le derme (Haas et al., 2012;
Prinz et al., 2013). L’établissement des LTyd cutanés implique le microbiote cutané et une
probable fenétre d’opportunité. Ainsi, les souris GF ont un nombre normal de DETC
(Chodaczek et al., 2012; Wilharm et al., 2019), mais un nombre diminué de LTyd dermiques
(Naik et al., 2012). Les souches de Corynebacterium, notamment C. accolens, favorisent
'accumulation de LTyd dermiques Vy4* producteurs d’IL-17A (Ridaura et al., 2018) tandis que
les LTyd Vy6* infiltrent la peau en réponse a une colonisation a S. epidermidis. Les voies par
lesquelles ces lymphocytes non conventionnels sont activés par les bactéries commensales
ne sont pas déterminées : TCR, non TCR, impliquant I'lL-23, les PRR, ou d’autres encore
(Papotto et al., 2021). Ces LTyd accumulés en période néonatale, notamment ceux produisant
de I'lL-17A, sont impliqués dans 'homéostasie cutanée (Spidale et al., 2020) et la protection
anti-pathogéne (Belkaid and Naik, 2013).

Etablissement de LTaB homéostatiques par les bactéries commensales

L’établissement des LT conventionnels spécifiques des bactéries commensales fait suite a
une réponse innée. Dans cette réponse, la présentation antigénique classique par les cellules
dendritique est centrale, bien que les différents sous-types de cellules dendritiques n’'induisent
pas les mémes réponses adaptatives aux commensaux (Naik et al., 2015). Outre la classique
présentation antigénique par les cellules dendritiques, elle-méme associée a une activation
des kératinocytes et des cellules immunitaires via les PRR, d’autres mécanismes induits par

S. epidermidis ont été décrits comme nécessaires a I'établissement de LT homéostatiques :

- la production d’interférons (IFN) de type | (Lima-Junior et al., 2021), décrits par ailleurs
comme des éléments majeurs de 'homéostasie immunitaire en régulant les réponses
médiées par les PRR dans des populations cellulaires comme les cellules dendritiques
et les macrophages (Gough et al., 2012) ;
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- I'expression discréte de rétrovirus endogénes' par les kératinocytes (Lima-Junior et
al., 2021) ; ce phénoméne est finement régulée, car la surexpression des rétrovirus
endogénes est responsable au contraire d’'une inflammation induite par S. epidermidis
(Lima-Junior et al., 2021).

- la présentation des antigénes bactériens par un CMH-I non conventionnel (CMH-Ib)
aux LT CD8* (Linehan et al., 2018) ;

- la présentation des antigénes bactériens via un CMH-II par les kératinocytes aux LTh1,
sous la dépendance de [lIL-22 produite par les LTyd dermiques et les ILC
(Tamoutounour et al., 2019) ;

Le kératinocyte apparait comme un maitre d’ceuvre de I'établissement d’'une réponse
immunitaire homéostatique durable dans la peau, via 'expression de génes impliqués dans la
rétention des LT comme Cxcl6, la production de PAM et de neuropeptides impliqués dans la
différentiation cellulaire, la barriére cutanée et I'orchestration des réponses immunitaires innée

et adaptative (Tamoutounour et al., 2019).

3.3.2 Role de I'immunité induite par les commensaux dans ’homéostasie cutanée

3.3.2.1 Homeéostasie cutanée et réparation tissulaire

L'immunité adaptative spécifique des commensaux participe a 'homéostasie cutanée,
notamment en promouvant la réparation aprés un dommage. Les acteurs immunitaires décrits
sont essentiellement les lymphocytes de types 17 et 1, CD4+ (LTh17 et 1) et CD8* (LTc17 et
1) (Constantinides et al., 2019; Linehan et al., 2018) dont des MAIT'® (Mucosal-Associated
Invariant T cells) (Constantinides et al., 2019), ainsi que les LTregs (Ali et al., 2017; Boothby
et al., 2021). lls favorisent a la réparation tissulaire en participant a I'angiogenése, au
remodelage tissulaire, a la production de matrice extracellulaire et a la prolifération des
kératinocytes (Ali et al., 2017; Harrison et al., 2019; Linehan et al., 2018). En plus des LTregs,
les LT effecteurs expriment aussi eux-mémes des génes liés a la régulation immunitaire
(Linehan et al., 2018). L’ensemble de ces données mettent en avant le réle majeur des LT
induits par les commensaux dans I'homéostasie cutanée, en soulignant la nécessaire
plasticité'® de ces cellules. Ainsi, les LTh17 et LTc17 spécifiques de S. epidermidis favorisent
la cicatrisation cutanée grace notamment a la production de cytokines de type 2 (IL-5 et IL-13)

14 Un rétrovirus endogene est une séquence d’ADN d’une cellule humaine ayant des analogies avec une séquence de
rétrovirus. |l s’agit d’'un phénomene évolutif permettant d’enrichir le génome humain.

15 Les MAIT sont des lymphocytes innés sécrétant de I'lL-17 et présents en abondance dans les muqueuses.

16 | a plasticité des LT est leur capacité & pouvoir adopter différents phénotypes (notamment leur production de cytokines) en
fonction des signaux qu’ils regoivent. Il s’en suit des modifications pour la cellule elle-méme (métabolisme, prolifération,
programme de transcription de ses génes) et pour son environnement (production de cytokines différentes et donc impact différent
sur les cellules environnantes) (Murphy and Stockinger, 2010).
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(Harrison et al., 2019), ou encore expriment des genes habituellement caractéristiques des
LTregs (Linehan et al., 2018).

A cette plasticité s’ajoute une hétérogénéité fonctionnelle au sein méme des sous-types de
LT. Par exemple, les LTc17 induits par S. epidermidis ont un programme transcriptomique
difféerent des LTc17 induits dans un modele de psoriasis (une maladie inflammatoire
caractérisée par une inflammation de type 17), notamment au niveau des genes de réparation

tissulaire (Linehan et al., 2018).

Enfin, outre I'expression de génes impliqués dans la réparation tissulaire, les LT
homéostatiques ont une capacité de recrutement de cellules de I'immunité innée impliqués
dans la réparation tissulaire, comme les macrophages (Ding et al., 2019) ou les PNN, grace a
la production de chimiokines (Ali et al., 2017; Boothby et al., 2021; Harrison et al., 2019;
Linehan et al., 2018). Comme différents sous-types de macrophages existent, arborant des
phénotypes et des roles différents (pro-inflammatoires, associés a la réparation tissulaire,
régulateurs) (Wynn and Vannella, 2016), les LT spécifiques de commensaux doivent fagonner
le microenvironnement cutané pour orienter les cellules recrutées vers un profil promouvant la

régulation immunitaire et ’lhoméostasie tissulaire.

3.3.22 Protection vis-a-vis des pathogénes

Le microbiote cutané, grace a son interaction avec le systéeme immunitaire, participe
également a la lutte contre les pathogenes, tels que S. aureus. Des mécanismes directs ont
été décrits, déja explicités dans le paragraphe 3.2.2. lls permettent une compétition entre les
espéces bactériennes et le maintien d’un microbiote cutané divers et non-inflammatoire. lls

impliquent les PRR, les PAM et les cytokines de la famille de I'lL-1.
D’autres mécanismes ont été décrits :

Stimulation des kératinocytes a produire des PAM. Les bactéries commensales comme S.
epidermidis stimulent la production de PAM par les kératinocytes et les cellules immunitaires
(Wanke et al., 2011) notamment via un mécanisme dépendant du TLR-2 (Lai et al., 2010). S.
epidermidis stimule également la production de la perforine-2, un PAM cutané, par les
kératinocytes, les LTy et les fibroblastes cutanés pour lutter contre les infections a S. aureus
(Pastar et al., 2020) et stimule I'expression d’'un grand nombre de génes (dont ceux codant
pour le ligand de Fas et la granulysine') par les LTyd (Pastar et al., 2020). Par ailleurs,
'expression des PAM varient selon les sites cutanés (Figure 12), a image du microbiote

commensal (Brandwein et al., 2017). A noter que les PAM ont des activités anti-S. aureus

7Le ligand de Fas (FasL) et la granulysine sont deux facteurs de cytotoxicité des LT, notamment exprimés par les LTc CD8".
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variables (Brandwein et al., 2017) : hBD (human B-defensin) 3 a une activité anti-S. aureus

trés importante tandis que l'activité¢ d’'hBD1 dépend de sa concentration (Chen et al., 2005;

Midorikawa et al., 2003).
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Figure 12. Distribution de I'expression de différents peptides antimicrobiens selon les sites cutanés
étudiés. hBD : B-défensine humaine. Issue de (Brandwein et al., 2017).

Modulation de I'immunité innée induite par S. aureus. Les PNN jouent un réle important
dans la lutte contre S. aureus en cas d’infection profonde. Au niveau cutané, les PNN et leurs
NET (neutrophil extracellular traps)'® fixent S. aureus dans le tissu, afin qu’il n’envahisse pas
l'organisme (Yipp et al., 2012). En contrepartie, les PNN, et notamment les NET, favoriseraient
le maintien d’'une colonisation cutanée a S. aureus (Bitschar et al., 2020). Dans un
environnement cutané normal, sans bréeche pouvant permettre a S. aureus de pénétrer
profondément dans le tissu, S. epidermidis limite l'infiltration de PNN induite par S. aureus et
la production de NET, pour favoriser I'élimination de S. aureus de la surface cutanée (Bitschar
et al., 2020). A l'inverse, en situation d’altération de la barriére cutanée, S. epidermidis a une
fonction protectrice altérée (Burian et al., 2017). De plus, alors que S. aureus inhibe la réponse
inflammatoire innée pour échapper au systeme immunitaire, en inhibant par exemple la voie
NF-kB (nuclear factor-kappa B)'® dans les kératinocytes, S. epidermidis contrecarre ce
phénomene pour amplifier la réponse innée et notamment la production d’IL-8 par les
kératinocytes (Wanke et al., 2011).

Réle des LT spécifiques de S. epidermidis. La réponse protectrice des LT CD4+ et CD8*
spécifiques de S. epidermidis est médiée par I'lL-1a et B dans la peau (Naik et al., 2012). Les
LTc17 spécifiques de S. epidermidis stimulent la production des PAM S100A8 et S100A9 par

18 | es pieges extracellulaires des neutrophiles (NET) sont des fibres composées d’ADN et de protéines, sécrétées par les
PNN pour piéger les bactéries et faciliter leur élimination.

19 NF-kB est un facteur de transcription ubiquitaire impliqué dans I'expression de nombreux génes favorisant les réponses
immunitaires (cytokines, cycle cellulaire, prolifération, angiogenése, adhésion a I'endothélium vasculaire...).

67



les kératinocytes en réponse a une colonisation cutanée a Candida (Naik et al., 2015). De
méme, les LTh17 et Tc17 participent a la protection vis-a-vis de Leishmania major (Naik et al.,
2012) via des mécanismes dépendants des TLR et du complexe MyD88%, et du récepteur a
FIL-1 (IL-1R1) (Naik et al., 2012). Enfin, en faisant un paralléle avec I'épithélium intestinal, lui
aussi exposé a un microbiote commensal impliqué dans I’'homéostasie tissulaire, les LT CD8*
induits par les bactéries commensales seraient également capables de produire des PAM pour
lutter contre les pathogenes (Chen et al., 2018a).

En résumé, le microbiote cutané commensal, présent dés la naissance, stimule I'immunité
innée précocement et favorise linstallation d’'une immunité adaptative tolérogéne,
protectrice vis-a-vis des pathogénes, et participant a 'homéostasie du tissu. Cette

complexité est permise par le grand nombre de voies et de cellules activées, et par la

plasticité cellulaire.

34 Une autre relation symbiotique sur la peau : infection cutanée a S.
aureus

S. aureus est la bactérie la plus fréquemment impliquée dans les infections cutanées
(Livermore et al., 2015). Elle est aussi responsable d’infections profondes, comme des
endocardites, des pneumopathies nécrosantes et des bactériémies (Fowler et al., 2005;
Laupland et al., 2013). Il s’agit d’'une bactérie de type coque, positive en coloration de Gram

(Gram-positive) et produisant une coagulase.

Le portage de S. aureus est fréquent dans la population générale : on estime que 20% de
la population générale est porteuse de S. aureus de maniére persistante (Chmielowiec-
Korzeniowska et al., 2020), 30% de maniére intermittente et que 50% n’est pas porteuse
(Wertheim et al., 2005). S. aureus colonise principalement la sphére ORL (nez et gorge)
(Wertheim et al., 2005), mais également la peau (Miller et al., 2012; Otto, 2010). Les souches
dites « commensales » de S. aureus sont souvent sensibles a la méticilline (Torres et al.,
2017). Certaines populations exposées, comme le personnel médical, ont une colonisation a
S. aureus plus fréquente et persistante, notamment a S. aureus résistants a la méticilline
(Chen et al., 2012; Gillen et al., 2014) ; de méme, le portage a S. aureus se transmet au sein
des domiciles (Leung et al., 2018; Miller et al., 2012). Le portage est un facteur de risque
important d’infection a S. aureus (Wertheim et al., 2005). Des auteurs suggéerent d’ailleurs que

le comportement d’'une bactérie évolue de la commensalité / mutualisme jusqu'a la

20 MyD88 est une protéine impliquée dans la voie de signalisation des TLR (sauf de TLR-3, voir Figure 10), activant NF-B,
facteur de transcription de génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (famille de I'lL-1 par exemple) ou des protéines
de l'inflammasome.
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pathogénicité selon I'environnement dans lequel elle évolue et ses propres modulations
(Figure 13).
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Figure 13. Le comportement bactérien en fonction du contexte. a) Les micro-organismes présentent une
pathogénicité contextuelle évoluant le long d'un spectre. Les facteurs liés a I'héte, tels que la rupture des barriéres
et l'immunosuppression, poussent les micro-organismes a adopter un comportement pathogene, tandis que les
conditions homéostatiques les poussent a adopter un comportement mutualiste. Du c6té microbien, I'expression
des génes de virulence et les interactions microbe-microbe peuvent également pousser le comportement microbien
a étre mutualiste ou pathogéne. b) S. epidermidis et S. aureus sont tous deux des exemples de pathogénicité
contextuelle ; S. epidermidis a tendance a avoir un comportement mutualiste alors que S. aureus présente un
caractere plus pathogéne. Issue de (Chen et al., 2018b)

La compréhension des mécanismes bactériens impliqués dans les infections cutanées est
encore imparfaite. Elle se fait grace a I'étude des souches bactériennes impliquées dans les
infections cutanées, notamment USA3002' (Zhang et al., 2021), grace a des modéles murins
d’infection cutanée, souvent induite par des injections intradermiques de bactéries ou grace a

des expériences in vitro d’exposition des bactéries ou des toxines a des cellules. De

21 USA300 est une souche de S. aureus trés utilisée en laboratoire (on parle méme d’une « souche de laboratoire »), isolée
en 2000 et impliquée dans des infections cutanées et des tissus mous, ainsi que des infections profondes et systémiques comme
des bactériémies. Résistante a la méticilline, elle est considérée comme un modeéle de S. aureus de grande virulence.
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nombreuses modifications génétiques ont notamment pu étre apportées a la souche USA300,
pour déléter sélectivement certains génes codant pour des toxines, afin de caractériser

I'implication de celles-ci dans les infections cutanées.

3.4.1 Facteurs de virulence staphylococcigues

3.4.1.1 Protéines ancrées a la paroi cellulaire

De nombreux facteurs interviennent dans I'adhésion de S. aureus a la peau, et participent
a linternalisation de S. aureus dans les cellules de I'héte. Les mieux décrits sont les
composants de la surface microbienne reconnaissant les molécules adhésives de la matrice
(MSCRAMM pour microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules). Les
MSCRAMM partagent une structure similaire et lient des protéines de la matrice extracellulaire
comme le collagéne, le fibrinogéne ou la fibronectine (Josse et al.,, 2017). Parmi les
MSCRAMM, on peut citer : les FnBP (fibronectin-binding proteins) A et B par S. aureus (Burke
et al., 2010; Cho et al., 2001; Jénsson et al., 1991), qui lient la fibronectine, produite par de
nombreuses cellules cutanées (Hamill et al., 2012; Purohit et al., 2017) ; la SdrD (serine
aspartate repeat-containing protein D) qui lie la desmogléine-1 (Askarian et al., 2016) ; le
clumbing factor B (CIfB) qui lie le fibrinogéne (Walsh et al., 2008) ; et d’autres encore.

Les MSCRAMM appartiennent a la famille des protéines ancrées a la paroi cellulaire (CWA
pour cell wall-anchored proteins). Outre un réle dans I'adhésion aux cellules et I'internalisation
de la bactérie, ces protéines peuvent avoir un réle dans I'échappement au systéme
immunitaire. Ainsi, la protéine A se fixe aux cellules via le récepteur 1 au TNF (tumor necrosis
factor)(TNFR1) ou le facteur de Willebrand pour faciliter I'internalisation de S. aureus, mais
également aux IgG (Atkins et al., 2008), afin d’échapper a la phagocytose par les cellules de

limmunité innée ou d’inhiber I'activation de la voie du complément (Cruz et al., 2021).

34.1.2 Facteurs de virulence sécrétés

S. aureus produit un grand nombre de protéases (les cystéine-protéases staphopaines A
et B, la sérine-protéase V8, la métalloprotéinase auréolysine par exemple) permettant a la
bactérie de dégrader des protéines de I'environnement afin d’en extraire des nutriments. Ces
protéases participent également a I'échappement au systéeme immunitaire : clivage de
récepteurs aux chimiokines ou d’autres protéines de surface des PNN (Laarman et al., 2012;
Smagur et al., 2009), de la protéine C3 du complément (Laarman et al., 2011), dégradation
des IgG (Prokesova et al.,, 1992), clivage de PAM (Sieprawska-Lupa et al., 2004) ; et a
I'envahissement des tissus en ciblant les protéines de structure comme le collagéne (Kuhn et

al., 2014) ou la desmogléine-1 dans la peau (Amagai et al., 2002).
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S. aureus sécréte également des toxines induisant des Iésions aux tissus, en ciblant les
membranes cellulaires. Elles fonctionnent généralement en formant des pores membranaires,
d’ou leur appellation de toxines formant des pores (Seilie and Wardenburg, 2017). Parmi
celles-ci, la leucocidine de Panton-Valentine (PVL) est la plus connue. Elle forme un canal
hectamérique de sous-composants S et F a travers les membranes cellulaires et induisent la
lyse des cellules, principalement des PNN (Loffler et al., 2010). Elle joue un réle dans les
phases précoces des infections cutanées a S. aureus (Lipinska et al., 2011). Les leucocidines
AB et ED (LukAD et LUkED, respectivement) agissent de maniere similaire a la PVL, et ciblent
les PNN, les monocytes et macrophages (DuMont et al., 2013; Melehani et al., 2015).
L’'implication des leucocidines dans les infections cutanées est fortement suggérée par les
études épidémiologiques mettant en évidence une forte prévalence de souches de S. aureus
productrices de ces toxines dans ces pathologies (Rentinck et al., 2021). Toutefois, les
mécanismes d’action n’ont pas été clairement identifiés. Les modéles utilisés peuvent étre mis
en cause : les souches de bactéries rendues KO pour une leucocidine semblent produire, en
contrepartie, des quantités plus importantes d’autres toxines, pouvant contrecarrer I'effet de la
délétion (Yoong and Torres, 2015). Le role dans les infections cutanées de I’hémolysine-a
(Hla, ou a-toxine), une autre toxine formant des pores, est plus évident. Ainsi, la surexpression
de Hla par les bactéries induit des Iésions cutanées plus importantes (Chua et al., 2014) tandis
que les souches déficitaires en Hla induisent des Iésions moins importantes (Kobayashi et al.,
2011). Dans un modéle murin d’infection cutanée a S. aureus, 'immunisation vis-a-vis de Hla
réduit I'intensité des Iésions induites par la bactérie (Kennedy et al., 2010). Hla cible différentes
cellules, mais également, spécifiguement dans la peau, les kératinocytes dont elle induit la
mort (Walev et al., 1993). Les leucocidines et Hla se lient a des récepteurs avant de former
des pores : elles ciblent donc les cellules porteuses de ces récepteurs. Ainsi, la PVL lie les
récepteurs du complément C5aR1 et 2 (Spaan et al., 2013), LukAB le CD11b (DuMont et al.,
2013), LUKED les récepteurs CCR5 (CC chemokine receptor 5) (Alonzo Il et al., 2013),
CXCR1 (C-X-C chemokine receptor 1) et CXCR2 (Reyes-Robles et al., 2013) et Hla la
métalloprotéase 10 (ADAM10)(Wilke and Wardenburg, 2010).

D’autres protéines formant des pores agissent indépendamment de récepteurs : les PSM.
Nous avons évoqué ces toxines dans les chapitres précédents, car les PSM font partie de
'arsenal des bactéries commensales pour lutter contre S. aureus. La production de PSMa par
S. aureus est associée a des infections cutanées plus séveres (Kobayashi et al., 2011) de
méme que les souches délétées sur le géne codant pour la PSMa induisent moins de Iésions
cutanées (Wang et al.,, 2007). A l'image des autres toxines formant des pores, la PSMa

ciblerait les PNN et faciliterait donc I'évitement du systéme immunitaire (Wang et al., 2007).
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Ainsi, les bactéries ont la capacité d’adhérer, de pénétrer et d'induire des Iésions aux tissus
en évitant le systéme immunitaire. La virulence de S. aureus dépend donc de I'expression d’un
grand nombre de facteurs, dont les effets se potentialisent (Hongo et al., 2009). A l'inverse, si
les toxines induisent des lésions cellulaires ou se fixent a des récepteurs, ils induisent une
réponse immunitaire qui, certes, participe a l'inflammation et donc aux dommages tissulaires

mais, d’un autre coté, expose la bactérie aux défenses immunitaires.

3.4.2 Réponse immunitaire cutanée lors d’'une infection cutanée a S. aureus

Une étude récente a analysé la cinétique des cellules immunitaires cutanées dans les suites
d’une injection sous-cutanée d’'une souche de S. aureus dérivée de la souche USA300 (Ridder
et al., 2022). Cette étude révele une infiltration trés rapide et importante de PNN et, dans une
moindre mesure, de cellules NK suite a l'infection, tandis que les autres sous-populations
(cellules dendritiques, ILC, LTap et yd) s’appauvrissent. Celles-ci réapparaissent autour de J5
post-infection tandis que le nombre de PNN décroit a partir de J9 post-infection. De
nombreuses cytokines sont produites dans la peau dans les premiers jours aprés l'infection
(IL-1a et B, IL-6, GM-CSF [granulocyte-macrophage colony-stimulating factor], et méme IL-4) ;
les IL-17A et F sont détectées a partir de J5 post-infection. Enfin, la quantité de bactéries
présentes dans le tissu décroit a partir de J9 post-infection (Ridder et al., 2022).

Les cellules-clés de la réponse protectrice contre S. aureus sont les PNN (ce qui explique
gu’ils sont souvent la cible des toxines staphylococciques), les monocytes/macrophages, les
cellules dendritiques et les LTyd. Mais les kératinocytes sont les premiéres cellules exposées
a S. aureus lors d’'une infection et sont le point de départ de la cascade immunitaire protégeant
l'organisme de la bactérie. Cela fait la spécificité de la protection contre S. aureus, en
comparaison aux infections systémiques, contre lesquelles les PNN, mais également le

complément et les IgG jouent un réle plus important (Stentzel et al., 2015).

3.4.2.1 Les kératinocytes face a S. aureus

Les kératinocytes sont des producteurs majeurs des PAM humains (Midorikawa et al.,
2003). S. aureus induit la production des PAM par 'activation de la voie TLR-2 (Menzies and
Kenoyer, 2006), également impliquée dans la production de nombreuses cytokines et
chimiokines (Hanzelmann et al., 2016). Les PSM staphylococciques notamment lient le TLR-
2 (Hanzelmann et al., 2016). D’autres PRR sont impliqués dans la production de cytokines par
les kératinocytes suite a I'exposition a S. aureus, comme NOD2 (Roth et al., 2014), et d’autres
voies, comme la voie du récepteur aryl hydrocarbon (AhR), sont de plus en plus décrits
(Stange et al., 2022).
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D’autres voies de détection de S. aureus et d’activation des kératinocytes sont également
suggérés par des études récentes. Alors que les kératinocytes internalisent S. aureus (Al Kindi
et al., 2019; Bur et al., 2013), ils sont dépourvus des organelles nécessaires a I'élimination
intracellulaire de S. aureus (Kubica et al., 2008). En revanche, l'internalisation de S. aureus
s’accompagne de la production d’'IL-6 et 8 induite par la détection des acides nucléiques
staphylococciques, selon un mécanisme indépendant des TLR-3, 7 et 8 (Ngo et al., 2022) :

d’autres voies, proches des PRRs intracellulaires, sont donc impliqués.

3.4.2.2 La cascade de I'immunité innée face a S. aureus

Les kératinocytes, les cellules dendritiques et macrophages cutanés produisent, en
réponse a une exposition a S. aureus, un nombre important de cytokines pro-inflammatoires
(dont IL-1a et B, IL-6, IL-8 et TNF-a) et de chimiokines, en particulier CXCL1, 2, 5 et 8 afin de
recruter des PNN depuis la circulation sanguine, et GM-CSF, G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor), MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) et MIP-3a (macrophage
inflammatory protein 3a) pour recruter des monocytes/macrophages? (Ley et al., 2007; Pidwill
et al.,, 2021). Dans la peau, les PNN déploient différents mécanismes pour dégrader les
composants des bactéries et tuer celles-ci : ils phagocytent les bactéries, notamment celles
ayant subi une opsonisation, grace a de nombreux récepteurs (récepteurs au complément,
aux immunoglobulines, PRR) ; ils produisent des espéces réactives de 'oxygéne (ROS) afin
de détruire les bactéries ; ils sécrétent dans I'espace extracellulaire des agents bactéricides
(cathepsines, élastase, proteinase-3, défensines, lysozyme, azurocidine) contenus dans leurs
granules intracytosoliques. Les PNN fixent également la bactérie dans le tissu, gréace a la
production des NET et en formant des abces, empéchant ainsi la bactérie de disséminer dans
l'organisme. Les macrophages phagocytent S. aureus et le détruisent grace a la production
de ROS, I'acidification de I'environnement et la production d’enzymes comme des protéases,
lipases, phosphatases et glycosidases. lls produisent aussi des PAM comme I'hepcidine, la
calprotectine et les cathélicidines. Les macrophages sont également décrits comme
nécessaires a la résolution des abcés via un mécanisme dépendant de MyD88 (Feuerstein et
al., 2015) et, par ailleurs, pourraient étre impliqués dans une « mémoire innée » de l'infection
a S. aureus et protéger la peau en cas de réexposition a la bactérie (Chan et al., 2018;
Feuerstein et al.,, 2020a). En effet, la réinfection cutanée d’une peau guérie induit
'accumulation plus rapide dans la peau de monocytes avec une capacité d’élimination de la
bactérie et de cicatrisation cutanée plus importante, et les macrophages cutanés persistant
apres infection cutanée répondent davantage aux IFN de type | et IFN-y (Feuerstein et al.,

22| gs monocytes sont les précurseurs circulants des macrophages et de certaines populations de cellules présentatrices de
I'antigéne.
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2020a). Les macrophages cutanés produisent le leucotriene B4 (LTB4), un médiateur lipidique
rapidement aprés I'exposition a un pathogene comme S. aureus. Le LTB4 provoque un
chimiotactisme, stimule la production de cytokines pro-inflammatoires et potentialise les
fonctions antimicrobiennes des macrophages et des PNN (Serezani et al., 2005; Wan et al.,
2007). Elle a aussi un réle dans I'expression et 'assemblage de I'inflammasome et donc dans
la production de I'lL-1B3 (Salina et al., 2020).

3.4.2.3 Réle des lymphocytes dans la protection vis-a-vis de S. aureus

La réponse adaptative de type 17 est majeure dans la protection vis-a-vis de S. aureus. Les
LTyd sont la source majeure d’'IL-17A dans la peau, lors d’'une exposition a S. aureus,
favorisant I'activation des PNN et monocytes/macrophages (Marchitto et al., 2019). L'IL-1a et
I'lL-36a, produits par les kératinocytes en réponse a la PSMa notamment, favorisent
I'établissement d’'une réponse de type 17 incluant les LTyd (Nakagawa et al., 2017). lls
participent a la mémoire immunitaire vis-a-vis de S. aureus, permettant un recrutement des
PNN indépendamment de I'lL-1 lors d’'une réexposition a S. aureus (Dillen et al., 2018). La
encore, les voies impliquant MyD88 et le TLR-2 semblent majeures (Dillen et al., 2018). L'HIa,
quant a elle, permet a S. aureus d’échapper a 'immunité cutanée en inhibant 'accumulation
de LTy®d dans la peau (Tkaczyk et al., 2013).

Les LT conventionnels, notamment les LTh17, semblent jouer un réle dans la protection
vis-a-vis de S. aureus (Nakagawa et al., 2017). De nombreuses protéines ancrées a la paroi
cellulaire et toxines de S. aureus sont des antigénes induisant une réponse immunitaire
spécifique (Kolata et al., 2015) qui pourraient protéger des réinfections cutanées. Les LTh17
semblent favoriser une réponse mémoire protectrice vis-a-vis de S. aureus (Montgomery et
al., 2014). Cependant, une étude récente a montré que les infections cutanées a S. aureus
sont moins pourvoyeuses d’une réponse T mémoire protectrice que les infections
systémiques, possiblement du fait d’'une surexposition cutanée létale des cellules dendritiques
a Hla (Lee et al., 2020). Par ailleurs, la réponse IgG spécifique de Hla est corrélée a une
seveérité moindre des infections cutanées récurrentes a S. aureus (Sampedro et al., 2014).

Ces données font apparaitre le rapport en force qu’il existe entre un systéme immunitaire
qui lutte contre S. aureus, et une bactérie qui cherche a contourner le systeme immunitaire
pour y échapper. Cela explique, entre autres choses, la difficulté a mettre au point une
vaccination contre S. aureus (Clegg et al., 2021).
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En résumé, le phénoméne d’infection cutanée a S. aureus associe des mécanismes
bactériens (production de FV) et une réponse immunitaire dont le but est de protéger

'organisme de S. aureus. Les signes cutanés (rougeur, chaleur, douleur, cedéme) qui en

I'inflammation elle-méme. Dés lors, il est extrémement difficile de faire la distinction entre
la « bonne » inflammation, celle qui protege, et la « mauvaise » inflammation, contre

1 1
1 1
' :
i i
: i
' :
 résultent sont donc la conséquence des Iésions tissulaires induites par la bactérie et de :
1 1
1 1
' :
: :
i _ i
. laquelle il faut lutter. :
' 1
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Chapitre 2: Ila dermatite atopique, une maladie
inflammatoire de la barriére cutanée

1. Epidémiologie de la DA

La DA est une pathologie fréquente, et dont la prévalence tend a augmenter depuis
plusieurs décennies (Mohn et al., 2018; Selnes et al., 2005; Stensen et al., 2008). Les données
fiables sur la prévalence de la DA sont difficiles d’obtention car les méthodologies varient selon

les études, mais une vision globale se dessine.

Dans une étude internationale (18 pays) réalisée chez des enfants et adolescents de moins
de 18 ans, la prévalence des DA authentifiées par des médecins variait de 2,7% a 20,1% selon
les pays (Figure 14) tandis que la prévalence des DA rapportées par les patients eux-mémes
variait de 13,5% a 41,9% (Silverberg et al., 2021). En France, la prévalence globale était
évaluée a 16,5%, chez les enfants en-dessous de 6 ans a 18,1%, entre 6 et 12 ans a 17,1%
et entre 12 et 18 ans a 14,3% (Silverberg et al., 2021). Une autre étude réalisée en Espagne
sur des données de santé publique, incluant des données d’enfants de différentes nationalités
(mais a prédominance espagnole néanmoins), rapporte des prévalences similaires dans la
population pédiatrique (15,5% de prévalence globale) avec des disparités selon les
nationalités (Gilaberte et al., 2020).

Bien que la DA touche plus fréquemment les enfants, sa prévalence dans la population
adulte est loin d’étre anecdotique. Elle est estimée entre 3,2% et 7,2% aux Etats-Unis
(Barbarot et al., 2018; Hanifin et al., 2007; Harrop et al., 2007; Silverberg, 2015a; Silverberg
and Hanifin, 2013), de 0,3 a 6,2% en Europe et autour de 3,5% en France (Barbarot et al.,
2018; Harrop et al., 2007). La prévalence est supérieure chez les femmes, les personnes
d’origine hispanique et augmente avec le niveau socio-économique (Barbarot et al., 2018;
Silverberg and Hanifin, 2013; Silverberg et al., 2021).

La majorité des DA sont de sévérité Iégere a modérée (Smidesang et al., 2008) mais la
définition de la sévérité varie selon les scores utilisés (Barbarot et al., 2018). La sévérité de la
maladie est inversement corrélée au niveau socio-économique (Silverberg and Simpson,
2014), probablement du fait d’'une limitation d’accés aux soins (Alghothani et al., 2012;
Silverberg, 2015b) et d’'une exposition accrue a des facteurs environnementaux aggravant la
maladie (pollution, tabagisme...) dans les populations a niveau socio-économique moins élevé
(Dom et al., 2009).
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pathologie.

En résumé, la DA doit étre considérée comme une pathologie fréquente aussi bien chez
I'enfant que chez I'adulte : la DA appartient au top 3 des pathologies cutanées les plus
fréquentes en Europe chez I'adulte (Richard et al., 2022). Cela justifie I'intérét d’'un grand

nombre de chercheurs et la masse importante d’études réalisées autour de cette

2. Physiopathologie de la dermatite atopique

La physiopathologie de la DA a été décrite dans de nombreuses revues de la littérature

extrémement bien documentées (Bieber et al., 2022; Langan et al., 2020; Weidinger and
Novak, 2016; Weidinger et al., 2018).

La DA est une pathologie complexe, dont la physiopathologie est multifactorielle, associant

des caractéristiques génétiques, environnementales, comportementales, psychologiques, et

certainement d’autres encore. Schématiquement, deux anomalies sont en cause dans la DA,
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s’aggravant mutuellement, s’exprimant cliniquement et qui sont la cible des traitements de la
maladie : (i) une altération de la fonction barriere de la peau, permettant la pénétration
profonde des molécules de I'environnement, et (ii) une inflammation cutanée principalement

« de type 2 » en réponse a cette exposition inhabituelle (Figure 15).

Expositions environnementales

bm Altération de la barriére cutanée

£ = 4 protéines de structure
Prédispositions 0 lipides épidermiques
génétiques

N , »
® TSLP, IL-33, | 9 .
*\ |, IL-25,L-18 ® o
° ® 09 -

~
\
! IL-4, IL-13, IL-31
IL-17A, IL-22
IFNy

Cellules innées  Lymphocytes T

Figure 15. Schéma simplifié de la physiopathologie de la DA. Les molécules environnementales pénétrent a
travers une barriere cutanée altérée, du fait de prédispositions génétiques ou des agressions environnementales.
Les kératinocytes sont activées et produisent des cytokines et alarmines TSLP, IL-33, IL-25 et IL-1B, activant des
cellules de 'immunité innée comme les lymphocytes innés. En paralléle, les lymphocytes T (LT) sont activés par
les cellules dendritiques cutanées qui présentent les antigénes de I'environnement et des antigénes du soi aux
lymphocytes naifs. Les cellules innées et les LT produisent les cytokines de type 2 IL-4, 13 et 31 qui dégradent la
barriere cutanée et amplifient la réponse inflammatoire. Les cytokines IL-17A, IL-22 et IFNy sont aussi produites
mais leur réle est moins connu. La réponse inflammatoire est responsable des Iésions d’eczéma. L’altération de la
barriere cutanée est responsable d’'une perte insensible en eau transcutanée.

Depuis quelques années, on considére qu’une troisieme anomalie compléte ce cercle
vicieux de la DA : la dysbiose cutanée a Staphylococcus aureus, qui fera I'objet d’un chapitre

séparé.
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2.1 Prédisposition génétique

La physiopathologie de la DA associe une altération de la barriere cutanée et une
inflammation liée a I'atopie (inflammation de type 2) ; ces deux anomalies, pour s’exprimer,
résultent de prédispositions génétiques qui, isolément, ne sont pas responsables de la
maladie, mais s’ajoutent a des facteurs environnementaux et comportementaux engendrant la
DA.

L’existence d’une prédisposition génétique de la DA (et de I'atopie?® en général) est illustrée
par les données obtenues d’'études familiales, qui soulignent I'héritabilité élevée de la maladie,
en comparaison a d’autres pathologies cutanées comme le psoriasis (Lennberg et al., 2013).
Ainsi, la présence d'une maladie atopique chez I'un des parents multiplie par 1,5 le risque de
développer une DA chez I'enfant, et ce risque est multiplié par 3 a 5 si un parent ou les deux
sont atteints de DA, respectivement (Apfelbacher et al., 2011; Wadonda-Kabondo et al., 2004).
Dans une cohorte de plus de 4000 enfants inclus a leur naissance, 27,1% des enfants de
parents non atopiques avaient une DA au cours de leurs 4 premiéres années, contre 37,9%
des enfants ayant un parent atopique et 50,0% des enfants ayant les deux parents atopiques
(Béhme et al., 2003). Les études de jumeaux illustrent également I'héritabilité génétique de la
DA, puisqu’un individu a par exemple 3 fois plus de risque d’avoir une DA si son jumeau a une
DA (Thomsen et al., 2007, 2008).

Suite a ces études cliniques, un grand nombre d’études génétiques ont recherché des liens
entre des génes, leurs mutations et la DA ; un certain nombre ont été décrits, certains avec un
grand lien statistique avec I'apparition d'une DA (comme le géne de la FLG), mais au final ces
recherches génétiques n’ont trouvé aucune association de génes permettant seule
'émergence de la maladie. Ces études ont eu comme intérét principal d’alimenter les
connaissances sur la physiopathologie de la DA, en mettant en évidence I'importance de telle

protéine de structure, de tel récepteur ou de telle cytokine.

2.1.1  Geéne codant pour la FLG

Le géne FLG est localisé dans le complexe de différentiation épidermique (epidermal
differentiation complex [EDC]) situé sur le chromosome 1921 (Gregory et al., 2006) et
comprenant une soixantaine de génes impliqués dans la différentiation épithéliale (de Guzman
Strong et al., 2010).

23 La définition de I'atopie différe selon le point de vue que I'on adopte. Pour le clinicien, un patient est atopique s’il a une
histoire familiale ou personnelle de maladie atopique (DA, allergie alimentaire, asthme / rhinite / conjonctivite allergiques). Pour
le biologiste, I'atopie est la prédisposition génétique a produire de l'inflammation de type 2 en réponse a un stimulus
environnemental.
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Si I'on sait depuis les années 80 qu’un défaut d’expression de FLG est associée a I'ichtyose
vulgaire (Fleckman et al., 1987; Manabe et al., 1991; Smith et al., 2006; Sybert et al., 1985),
ce n'est que depuis 2006 que les mutations sur le géne FLG sont considérées responsables
de cette maladie (Smith et al., 2006) et un facteur de risque majeur de survenue d’'une DA
(Hudson, 2006; Palmer et al., 2006; Smith et al., 2006). Depuis 2006, une soixantaine de
mutations null du géne FLG ont été découvertes, avec des spécificités européennes et
asiatiques (Irvine et al., 2011; Salama et al., 2021), ainsi que des variants du gene (Margolis
et al., 2018; Salama et al., 2021; Wong et al., 2018). Une trentaine d’études ont confirmé le
lien entre mutation sur le géne FLG et survenue d’'une DA (Liang et al., 2016), faisant des
mutations dans le géne FLG le facteur de risque le plus important et le mieux reproduit pour
la survenue d’'une DA, avec des odds-ratio variant de 3,12 [IC 95% 2,57-3,79] a 4,78 [IC 95%
3,31-6,92] (Baurecht et al., 2007; van den Oord and Sheikh, 2009; Rodriguez et al., 2009). Par
ailleurs, les mutations du gene FLG favorisent la précocité de la DA et sont associées a une
sensibilisation allergénique IgE (phénotype « extrinseque ») (Weidinger et al., 2006, 2007) et
a une maladie plus sévere (Henderson et al., 2008; Irvine et al., 2011). Cette forte association
entre la DA, sa sévérité et les mutations dans le géne FLG est renforcée par le constat que
toutes les mutations connues dans ce gene sont des mutations non-sens ou frameshift
(décalage du cadre de lecture), responsables d’'une absence de fonction de la protéine FLG
(Sandilands et al., 2007). Des anomalies de type variation du nombre de copies au sein du
géne FLG sont aussi associées a un risque accru de DA, avec les alléles les plus courts
associés a un risque accru de DA (Brown et al., 2012).

Toutefois, seulement 20% des patients atteints de DA |égére a modérée portent une
mutation sur le gene FLG (Baurecht et al., 2007; Weidinger et al., 2018) et plus de 50% des
personnes porteuses d’'une mutation sur le géne FLG n’auront jamais de DA (Weidinger et al.,
2018). Ainsi, porter une mutation sur le gene FLG n’est ni nécessaire, ni suffisant pour avoir
une DA.

2.1.2 Autres génes impliqués

Les études d’association pangénomique (genome-wide association studies [GWAS]) ont
permis d’identifier des génes dont les mutations ou les polymorphismes nucléotidiques (single
nucleotide polymorphism [SNP]) prédisposeraient a la survenue de la DA. Ces génes peuvent
aussi bien coder pour des protéines de l'inflammation (récepteurs cellulaires, cytokines, CMH)
que des protéines de la barriere épidermique et notamment le stratum corneum (Ellinghaus et
al., 2013; Hirota et al., 2012; Weidinger et al., 2013).

Des mutations sur le géne SPINK5 codant pour la protéine inhibitrice de sérine protéase
Kazal de type 5 (LEKTI pour lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitor) sont associées a
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la DA dans certaines populations, notamment en Asie de I'Est (Kato et al., 2003; Kusunoki et
al., 2005; Lan et al., 2011; Nishio et al., 2003; Zhao et al., 2012), sans que les patients arborent
un tableau sévére comme dans le syndrome de Netherton. Outre le r6le important de LEKTI
dans le maintien d’'une barriére épidermique efficace (Fortugno et al., 2012), la mutation sur le
géne SPINK5 pourrait étre responsable d’'une production accrue de TSLP (thymic stromal
lymphopoietin) dans I'épiderme et donc une inflammation cutanée de type 2 (Briot et al., 2009;
Fortugno et al., 2012).

Un autre locus fortement associé a la DA est le groupe de cytokines TH2 sur le chromosome
5031.1, ou les génes codant pour les cytokines canoniques de I'immunité de type 2, IL-4 et IL-
13, sont regroupés avec le géne de réparation de I'ADN RAD50 (Paternoster et al., 2012;
Weidinger et al., 2013). |l existerait une association entre le phénotype de la DA et les variants
génétiques de ce locus, y compris touchant RAD50. Le géne RAD50 n'a pas de fonction
connue directement liée a la DA, mais son extrémité 3' fait partie d'une région de contréle du
locus qui, par remodelage épigénétique, régule I'expression des génes de cytokines de
l'immunité de type 2 qui I'entourent (Koh et al., 2010) ; des données préliminaires indiquent
que les variants génétiques dans cette région de contréle du locus interagissent avec les
mécanismes épigénétiques pour dévier les modeéles de réponse immunitaire adaptative vers

un phénotype de type 2 (Kretschmer et al., 2014).

Il faut toutefois souligner que ces loci de susceptibilité représentent moins de 20% de
I'héritabilité totale de la maladie (Paternoster et al., 2015). Entrent en jeu les mécanismes
épigénetiques héréditaires, I'existence d'interactions entre I'expression des génes et
I'environnement et d’autres mécanismes décrits dans les phénoménes d’héritabilité des

maladies (Bin and Leung, 2016; Liang et al., 2016).

2.1.3 Formes monogéniques de DA

Certaines formes de DA sont décrites comme monogéniques, c’est-a-dire qu’'une mutation
génétique est seule responsable de la maladie. En pratique, ces maladies touchent souvent
plusieurs organes, dont la peau, avec un eczéma pouvant arborer les caractéristiques

immunologiques de la DA (inflammation de type 2).

Ces maladies monogéniques peuvent toucher la barriére cutanée ou le systéme
immunitaire (Castagnoli et al., 2021; Lyons and Milner, 2018; Nelson et al., 2022), illustrant le
role prédominant de ces deux composants dans la physiopathologie de la DA. Leur
connaissance permet donc de mieux comprendre la physiopathologie de la DA. Le lecteur
trouvera ici des exemples de maladies monogéniques s’exprimant entre autres par une DA ;

la liste est évidemment loin d’étre exhaustive mais se veut uniquement illustrative.
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2.1.3.1 Trois exemples de maladies monogéniques touchant la barriére
cutanée

Le syndrome de Netherton (incidence 1/200 000 naissances) est secondaire a une mutation
sur le géne SPINKS5, codant pour l'inhibiteur de protéase a sérine LEKTI, comme évoqué plus
haut. Cette mutation est responsable d’'une érythrodermie néonatale généralisée qui évolue
généralement sous la forme d'une ichtyose associée a des plaques érythémateuses
migratrices. Les atteintes atopiques sont multiples : DA, asthme, allergies alimentaires. A cela
s’associe un retard de croissance et, parfois, une aminoacidurie intermittente (Briot et al.,
2009; Sarri et al., 2017).

Le syndrome de dermatite sévére-allergies multiples-cachexie métabolique ou syndrome
d'érythrodermie  congénitale-hypotrichose-infections  récurrentes-allergies  alimentaires
multiples (incidence < 1/1 000 000 naissances) est secondaire a une mutation sur le gene
DSG-1 codant pour la desmogléine-1. Elle se caractérise par une DA sévere, psoriasiforme,
avec une ichtyose sévere et des Iésions typiques des mains et des pieds. Au tableau cutané
prédominant, s’associent des allergies alimentaires IgE-médiées, des troubles métaboliques,
des infections récurrentes, un retard global du développement, des troubles neurologiques et
cardiaques (Samuelov et al., 2013).

Le peeling skin syndrome de type B (PSS-B), d’incidence inconnue tant il est rare, est
secondaire a des mutations sur le géne CDSN codant pour la cornéodesmosine. Une
desquamation étendue spontanée, un prurit souvent sévére, une perte de cheveux et des
atteintes atopiques (DA, asthme, allergies alimentaires) composent ce syndrome (Ishida-
Yamamoto et al., 2014).

2.1.3.2 Trois exemples de pathologies monogéniques touchant I'immunité

Le syndrome de Job, ou syndrome d’hyper-IlgE autosomique dominant ou de type 1
(incidence 1/1 000 000 naissances) se manifeste par un eczéma précoce associé a des abcés
cutanés récurrents, des pneumonies avec formation de pneumatocéles et des candidoses
cutanéomuqueuses, et une élévation des IgE sanguines et une hyperéosinophilie. D’autres
atteintes (morphologiques, orthopédiques, dentaires, oculaires...) sont décrites. Le géne en
cause code pour la protéine STAT (signal transducers and activators of transcription) 3,
impliqué dans les voies de signalisation activées par un grand nombre de cytokines différentes
(Al-Shaikhly and Ochs, 2019).

Le syndrome de Wiskott-Aldrich (incidence inférieure a 1/100 000 naissances) touche
exclusivement les garcons car le géne en cause, WAS, est porté par le chromosome X. La
protéine codée par WAS intervient dans la structure des cellules hématopoiétiques, la

transduction des signaux et I'apoptose. Il est responsable d’une thrombopénie et d’'un déficit
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immunitaire global. Les signes cliniques sont un syndrome hémorragique et un eczéma
d’apparition néonatale ou dans I'enfance, ainsi que des infections a répétition (Massaad et al.,
2013).

Le syndrome de déréglement immunitaire-polyendocrinopathie-entéropathie lié a I'X
(IPEX)(incidence inférieure a 1/1 000 000 naissances) affecte également uniquement les
gargons, car le géne en cause, FOXP3, est situé sur le chromosome X. Les mutations
responsables du syndrome IPEX altérent le développement et le fonctionnement des LTregs.
La maladie débute chez le nouveau-né ou le nourrisson et se caractérise par la triade
entéropathie, maladie auto-immune (notamment diabéte de type 1) et une atteinte cutanée
pouvant étre de type DA, psoriasis ou dermite exfoliante (Halabi-Tawil et al., 2009; Park et al.,
2020).

______________________________________________________________________________________

La DA n’est pas une maladie génétique, mais se développe sur un terrain génétique
favorable. La connaissance de certaines mutations génétiques permet de mieux
comprendre la physiopathologie de la DA, en mesurant le réle de certaines protéines, et

d’évaluer le pronostic de certains patients porteurs de ces mutations.

2.2 Altération de la fonction barriére de la peau

2.2.1 Description de l'altération de la barriére cutanée

La peau des patients atteints de DA ont une fonction barriére altérée, associant une
augmentation du pH cutané (Panther and Jacob, 2015; Tauber et al., 2016), une diminution
de la rétention en eau (Flohr et al., 2010; Wang et al., 2021a), une sensibilité accrue de la
peau aux sollicitations environnementales (Danby et al., 2018; Yatagai et al., 2018), une
propension plus importante aux infections cutanées et systémiques (Narla and Silverberg,
2018; Wang et al., 2021b). En zoomant davantage sur I'épiderme et notamment le stratum
corneum (Figure 16), on constate une altération quantitative des protéines de structure
(Kanwal et al., 2021; Pellerin et al., 2013) et des protéines de jonctions intercellulaires (De
Benedetto et al., 2011; Yuki et al., 2016), une altération de la structure des lipides et de leur
organisation dans le tissu (Bhattacharya et al., 2019; Janssens et al., 2012; van Smeden et
al., 2014), des défauts de régulation des protéases par leurs inhibiteurs (Igawa et al., 2017;
Rawlings and Voegeli, 2013) et une colonisation cutanée par S. aureus qui participe a
l'altération de la barriere cutanée (Nakatsuji et al., 2016; Williams et al., 2020). Des études
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suggeérent en plus que la peau des patients atteints de DA pourrait étre plus riche en
terminaisons nerveuses responsables d’'une plus grande sensibilité au prurit ou a la douleur
(Darsow et al., 2011; Feld et al., 2016; Oh et al., 2013).
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Figure 16. Schéma de la barriére cutanée en peau saine et en cas de DA. AD : atopic dermatitis ; f-TKD :
flattened tetrakaidekahedron ; KC : keratinocyte ; LB : lamellar body ; SC : stratum corneum ; SG : stratum
granulosum ; TJ : tight-junction. Issue de (Yoshida et al., 2022)

2.2.2 Causes de l'altération de la barriére cutanée

Les anomalies de la barriére cutanée dans la DA peuvent étre en partie congénitales, méme
si une cause monogénique est exceptionnelle (voir partie 2.1.3). Les facteurs
environnementaux sont clairement en cause. Les particules fines associées a la pollution ont
une cytotoxicité sur les kératinocytes et les fibroblastes cutanés (Pan et al., 2015), inhibent la
production des protéines de structure comme la FLG, la loricrine, la cornéodesmosine, en
promouvant une inflammation innée médiée par le TNF-a (Kim et al., 2021) et ainsi alterent la
fonction barriére de la peau (Hieda et al., 2020). Des protéases environnementales, comme
celles des acariens retrouvés dans les poussiéres, clivent des jonctions intercellulaires et
modifient la structure lipidique et protéique de I'épiderme (Einhorn et al., 2016; Takai and
lkeda, 2011). Des agressions mécaniques, comme les démangeaisons, participent a
l'altération de la barriére cutanée et sa sévérité (Yosipovitch et al., 2019). Enfin, 'inflammation
caractéristique de la DA aggrave l'altération de barriere cutanée : les cytokines IL-4 et IL-13,
cytokines-clés de la DA (Dubin et al., 2021), inhibent la production de la FLG et d’autres
protéines de structure (Kim and Leung, 2018; Takei et al., 2015) tandis que I'lL-31 est en partie
responsable du prurit et donc favorise les lésions de grattage (Darsow et al., 2011). Les

cytokines de type 2 sont également responsables de I'enrichissement nerveux de la peau des
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patients atteints de DA (Feld et al., 2016), de méme que I'anxiété ou le stress (Sanders and

Akiyama, 2018), alimentant '’hypersensitivité cutanée des patients.

2.2.3 Conséquences de l'altération de la barriére cutanée

Une conséquence caractéristique de l'altération de la barriére cutanée est 'augmentation
de la perte insensible en eau transépidermique (PIE, en anglais Transepidermal Water Loss
ou TEWL), qui s’exprime cliniquement par la sécheresse cutanée. La sécheresse cutanée est
elle-méme responsable d’un prurit parfois intense. Des outils permettent la mesure de la PIE,
permettant de quantifier le dysfonctionnement de la barriere cutanée (Alexander et al., 2018;
McCarthy et al., 2011). Toutefois, dans une étude récente, des auteurs ont montré qu’une
mutation sur le gene FLG était un facteur de risque de survenue d’un eczéma, mais pas d’'une
augmentation de la PIE (Hoyer et al., 2022), alors méme que le réle fondamental de la FLG
dans la fonction barriére de I'épiderme a été depuis longtemps confirmé (Gruber et al., 2011;
Mildner et al., 2010). Cette étude suggére donc que I'augmentation de la PIE serait davantage
un signe de sévérité de l'altération de barriere cutanée qu’'un moyen de détecter 'anomalie

chez le tout-venant.

Surtout, une conséquence majeure de I'altération de la fonction barriére de I'épiderme est
la pénétration accrue des molécules de I'environnement dans la peau (Halling-Overgaard et
al., 2017). Cette surexposition des cellules cutanées aux agressions environnementales

entraine l'inflammation cutanée responsable des Iésions d’eczéma.

2.3 Inflammation cutanée dans la DA

2.3.1 Inflammation de type 2

Les caractéristiques clés de linflammation de la DA sont une infiltration de LT CD4*
(Brunner et al., 2017) et une expression de cytokines associées a I'inflammation de type 2 (IL-
4 et IL-13 principalement)(Gittler et al., 2012), expliquant que la DA soit décrite comme une
pathologie médiée par les LTh2. Le réle majeur des LTh2 a dailleurs été déterminé
(Woodward et al., 2001). Ces caractéristiques, de méme que les anomalies de structure de
barriere, sont également retrouvées sur la peau non-lésionnelle des patients atteints de DA
(Brunner et al.,, 2017; Suérez-Farinas et al.,, 2011), suggérant un état inflammatoire
infraclinique chez le patient atteint de DA, y compris en dehors des poussées.

Les LTh2 infiltrent la peau grace aux récepteurs qu’ils expriment a leur surface : les CCR4
et 8 dont leurs ligands, TARC (thymus and activation-regulated chemokine, ou CCL17 [CC
chemokine ligand 17]) et MDC (monocyte-derived chemokine, ou CCL22), sont des
chimiokines produites par les kératinocytes et les cellules dendritiques (Hashimoto et al., 2006;
Vestergaard et al.,, 2000); CRTH2 (chemoattractant receptor-homologous molecule
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expressed on Th2 cells) dont le ligand, la prostaglandine D2, est produite par les mastocytes,
les kératinocytes, les cellules dendritiques (He et al., 2010; Xue et al., 2015). Les récepteurs
CCR10 et CLA (cutaneous lymphocyte antigen) sont spécifiques des LT cutanés et fixent leur
ligand CCL27 pour infiltrer et se maintenir dans la peau (Homey et al., 2002; Xia et al., 2014).

Dans la peau, les LTh2 produisent les cytokines IL-4 et IL-13. Bien que celles-ci aient un
récepteur en commun (Andrews et al., 2006), elles ont des effets non redondants dans 'atopie.
L’IL-4 stimule le développement des LTh2, promeut la commutation isotypique des
lymphocytes B (LB) vers les IgE?* (Akdis et al., 2016), augmente I'expression du CMH-II par
les LB, favorise 'adhésion les LT dans les tissus. L’IL-13 participe au recrutement, a I'activation
et au maintien dans les tissus des mastocytes et des éosinophiles ; elle induit avec 'lL-4 la
commutation isotypique des LB vers les IgE (Akdis et al., 2016). L’'IL-5, une autre cytokine
majeure de I'inflammation de type 2, a pour effets la prolifération, I'activation, la différentiation,
la survie et 'adhésion des éosinophiles (Akdis et al., 2016). Son rdle dans la DA n’est pas
majeur, comme l'illustre 'absence d’efficacité du mépolizumab, un anticorps recombinant anti-
IL-5, dans la DA (Oldhoff et al., 2005).

A linflammation Th2 s’associe donc une commutation isotypique des LB vers les IgE, et
donc la production d’'IgE spécifiques d’antigénes de I'environnement (Liu et al., 2011). Ainsi,
66% des enfants atteints de DA ont une sensibilisation IgE a des allergénes alimentaires
(Mailhol et al., 2014). Cependant, le réle des IgE dans la physiopathologie de la DA n’est pas
clairement déterminé. Il n’est probablement pas majeur, en tout cas au cours des poussées
de DA, si 'on considére I'absence d’efficacité dans le traitement de la DA de 'omalizumab, un
anticorps monoclonal anti-IgE efficace dans I'asthme allergique et d’autres maladies atopiques
médiées en partie par les IgE (Tabatabaian and Ledford, 2018; Wollenberg et al., 2021). Les
IgE se fixent sur leurs récepteurs situés principalement a la surface des mastocytes et des
basophiles, deux types cellulaires accumulés dans la peau des patients atteints de DA. Les
IgE sont responsables de la dégranulation de ces cellules lors de la fixation de leur antigéne
spécifique et de symptdomes d’allergie immédiate (urticaire, toux, bronchospasme,
vomissements et douleurs abdominales voire choc anaphylactique). La dégranulation IgE-
mediée des mastocytes et basophiles pourrait participer au prurit dans la DA (Liu et al., 2011),
mais les antihistaminiques H1, qui ciblent spécifiquement les récepteurs H1 de I'histamine,
libérée lors de la dégranulation des mastocytes et des basophiles, ont peu d’efficacité (He et

al., 2018). Les récepteurs des IgE sont également portés par les cellules dendritiques cutanées

24 La commutation isotypique est un phénoméne de switch des chaines lourdes des immunoglobulines
produites par les lymphocytes B, ceux-ci ne pouvant exprimer qu’'une seule classe d’immunoglobuline. Par
exemple, sous l'influence de I'lL-4, les lymphocytes B producteurs d’lgG changent pour produire des IgE.
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comme les cellules de Langerhans (Novak et al., 2004), et la présentation antigénique
associée a une fixation d’antigénes sur les IgE portées par ces cellules dendritiques pourrait

favoriser l'inflammation Th2 (Liu et al., 2011).

Un certain nombre de LT infiltrant la peau lors d’'une exposition a un antigéne va persister
sous la forme de LTrm de type 2 (Brunner et al.,, 2017; van Reijsen et al., 1997). Ces
populations cellulaires expriment des marqueurs de mémoire immunitaire (CD45R0O, CD127)
et de résidence cutanée (CLA, CCR4, 8 et 10 par exemple), et leurs marqueurs
caractéristiques sont les CD69 et CD103, responsables de la rétention intratissulaire des LTrm
(Tokura et al., 2021). Ces LTrm pourraient étre responsable d’exacerbations de DA de type
hypersensibilité cutanée, comme décrit dans les eczémas allergiques de contact (Gamradt et
al., 2019; Hennino et al., 2007; Vocanson et al., 2009).

A noter ici que 'immunisation se fait généralement vis-a-vis d’un antigéne environnemental,
mais qu’un nombre non négligeable de patients atteints de DA auraient une sensibilisation IgE
et T a des auto-antigenes (Altrichter et al., 2008; Schmid-Grendelmeier et al., 2005; Tang et
al., 2012; Valenta et al., 1996; Zeller et al., 2009). Le réle de la sensibilisation IgE est
probablement mineur, comme déja expliqué. Hypothése est faite que I'immunisation a des
auto-antigenes, plutét associée a une inflammation de type 1, pourraient participer a la
chronicité des lésions de DA (Heratizadeh et al., 2011). Les études sont encore insuffisantes

pour affirmer cela.

2.3.2 Autres caractéristiques de l'inflammation dans la DA

Réduire la DA a une inflammation Th2 serait une erreur, a plusieurs égards.

2.3.2.1 Immunité innée dans la DA

L’exposition accrue de I'épiderme aux molécules de I'environnement induit des Iésions
cellulaires responsables de la libération des alarmines et cytokines IL-33, IL-25 et TSLP (Indra,
2013; Murakami-Satsutani et al., 2014; Oyoshi et al., 2010) et celles de la famille de I'lL-1 (IL-
1B et IL-18 notamment)(Honda and Kabashima, 2020; Konishi et al., 2002). Cette production
cytokinique particuliere des cellules épithéliales d’'une part oriente les cellules dendritiques
pour favoriser une réponse adaptative Th2 (lto et al., 2005; Liu, 2007), et d’autre part active
les cellules de I'immunité innée, notamment les ILC qui produisent en retour les cytokines IL-
4 et IL-13 (Kim et al., 2013; Mashiko et al., 2017; Salimi et al., 2013). Le phénoméne est auto-
amplifié, par exemple par la TSLP qui participe a laltération de la barriére cutanée et la
production d’IL-33 par les kératinocytes (Dai et al., 2022). Les cellules de Langerhans
s’accumulent en plus grand nombre dans la peau DA (Chorro et al., 2009), notamment sous
une forme activée (Schuller et al., 2001). La TSLP pourrait alors induire la prolifération
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intratissulaire de certaines sous-populations de cellules de Langerhans (Chorro et al., 2009).
Elle stimule également la production par les cellules dendritiques d’OX40 ligand (OX40L) qui
lie son récepteur a la surface des LT naifs et stimule la production d’IL-4 et 13 (lto et al., 2005).
La TSLP apparait clairement comme une cytokine-clé de l'initiation de I'inflammation de la DA
et des autres maladies atopiques (Ebina-Shibuya and Leonard, 2022; Indra, 2013; Yoo et al.,
2005). Pour autant, le tezepelumab, un anticorps monoclonal anti-TSLP, a une efficacité
modérée dans la DA dans une étude de phase 2a (Simpson et al., 2019). Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer ces résultats inattendus : les patients inclus dans I'étude étaient des adultes
avec une DA modérée a sévere, évoluant depuis plusieurs années comme en témoigne la
forte proportion de maladies a début pédiatrique, alors que la TSLP pourrait avoir un role plus
précoce dans I'évolution de la maladie. De méme, la TSLP a probablement une action
principalement intratissulaire et le tezepelumab pourrait pénétrer insuffisamment dans la peau
pour bloquer la TSLP. Enfin, la TSLP étant une cytokine impliquée t6t en amont de
linflammation de type 2, des mécanismes de compensation pourraient se développer pour
contourner le blocage de la cytokine. D’autres études doivent approfondir ces résultats, mais
'analyse des mécanismes responsables de linefficacité du traitement demeure clé pour

comprendre le role de la TSLP et des autres cytokines dans la DA.

2322 Cellules productrices d’IL-4 et 13

De nombreuses autres cellules que les LTh2 infiltrent la peau des patients atteints de DA
et produisent les cytokines-clés IL-4 et IL-13. On notera par exemple que les ILC de type 2
(ILC2) et les basophiles présents dans la peau DA sont d'importants producteurs des IL-4 et
13 (Mashiko et al., 2017; Ricardo-Gonzalez et al., 2018; Salimi et al., 2013). Les éosinophiles
infiltrent la peau des patients atteints de DA, mais leur réle n’est pas identifié, a I'identique de
la cytokine associée IL-5 (Liu et al.,, 2011). Des LT CD8*, cytotoxiques, s’accumulent
également dans la peau des patients atteints de DA et jouent un réle important dans l'initiation

de 'eczéma et la production d’IL-13 (Hennino et al., 2007; Hijnen et al., 2013).

2323 Immunités Th17, Th22, Th1, Tregs

Enfin, bien que les cytokines de type 2 soient fondamentales dans la physiopathologie de
la DA, d’autres cytokines sont retrouvées dans la peau des patients atteints de DA. C’est
notamment le cas des cytokines de types 17 (IL-17A) et 22 (IL-22) (Brunner et al., 2017, 2019;
Esaki et al., 2016; Gittler et al., 2012; Hijnen et al., 2013). Des études suggérent que ces
cytokines pourraient participer a la physiopathologie de la DA (Nakajima et al., 2014; Sugaya,
2020). Elles promeuvent la prolifération des kératinocytes et I'épaississement de I'épiderme,
anomalie fréquemment retrouvée dans la DA (Boniface et al., 2005; Zhang et al., 2012). Des
LTh22 pourraient également produire des cytokines de type 2 (Teraki et al., 2013) tandis que
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lIL-17A pourrait promouvoir la production d’IgE par les LB (Milovanovic et al., 2010),
soulignant a nouveau la plasticité cellulaire des LT, notamment Th17 et Th22. De maniére
contre-intuitive, les lésions de DA chronique se caractérisent par I'expression d’interféron-
gamma (IFN-y), cytokine caractéristique de linflammation de type 1, habituellement
considérée comme « I'anti-type 2 » du fait de sa capacité a inhiber la production des cytokines
de type 2 (Akkoc et al., 2008; Herberth et al., 2010; Van Der Velden et al., 2001). Capacité
d’ailleurs utilisée a visée thérapeutique, puisque I'lFN-y recombinant est un traitement faisant
l'objet d’études cliniques avec des résultats encourageants sur les symptémes de DA et le
risque d’infection (Brar and Leung, 2016). Le réle de I'lFN-y dans la physiopathologie de la DA

n’est donc pas clair.

A noter, également, que des LTregs s’accumulent dans la peau des patients atteints de DA
et pourraient avoir des défauts fonctionnels (Roesner et al., 2015; Verhagen et al., 2006). La
TSLP pourrait inhiber ces fonctions régulatrices (Nguyen et al., 2010), mais la plasticité des
LTregs pourrait également leur permettre de produire des cytokines de type 2 et donc de
participer a I'inflammation de la DA (Joetham et al., 2008; Wan and Flavell, 2007).

La DA, c’est donc entre autres (mais principalement) une altération de la barriere

cutanée, laissant pénétrer davantage de molécules de I'environnement dans la peau, et

LT. Ce sont donc ces deux anomalies majeures qu’il faut prendre en charge lorsque I'on

i une inflammation cutanée mixte, prédominée par l'inflammation de type 2 médiée par les i
' traite une DA. i

_______________________________________________________________________________________
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2.4 Vue globale de la physiopathologie de la DA (Figure 17)
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Figure 17. Principaux mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la DA. La rupture de la barriere
épidermique stimule I'expression par les kératinocytes de chimiokines telles que TARC et MDC, ainsi que des
cytokines telles que I'lL-1B, I'lL-33 et la TSLP. Ces médiateurs activent les ILC2 résidant dans la peau et les LTh2
produisant des IL-4, 5 et 13. La TSLP induit I'expression par les cellules dendritiques de OX40L, qui se lie a son
récepteur présent sur les LT naifs et stimule la production d'IL-4, 5 et 13. Ces dernieres favorisent la commutation
isotypique IgE. Les cellules dendritiques épidermiques inflammatoires (IDEC) ainsi que les cellules dendritiques
dermiques captent les antigénes exogénes et les auto-antigénes libérés par les cellules endommagées et favorisent
l'immunité de type 2. Les cellules T CD8* de type 2 infiltrent également la peau DA et participent a I'inflammation
de type 2 et aux Iésions tissulaires. Les cellules T infiltrantes dans la DA expriment diverses molécules d'adhésion
a la peau, telles que le CLA, ainsi que les CCR4 et CCR10, et des lipides comme le CRTH2. Les éosinophiles
exprimant CRTH2 et le récepteur H4 de I'histamine (H4R) sont également recrutés dans la peau |ésionnelle. Les
cellules T amorcées par I'antigéne peuvent également rester sous forme de pools locaux de LT résidents mémoires
(LTrm), permettant des réponses mémoire rapides. Contrairement a la peau saine, la peau des personnes atteintes
de la DA présente un nombre accru de sous-types de cellules dendritiques, y compris les cellules de Langerhans,
exprimant des récepteurs d’IgE de haute affinité (FceR1). Les anticorps IgE liés aux cellules dendritiques par les
FceR1 peuvent faciliter I'absorption des allergénes et initier des réponses médiées par les LT. L'IL-33, la TSLP et
les cytokines de type 2 activent directement les neurones sensoriels cutanés pour exacerber le prurit. Aux stades
chroniques de la maladie, un infiltrat mixte de LT et d'éventuels mécanismes auto-immuns perpétuent l'inflammation
cutanée et favorisent le remodelage cutané et la neuroinflammation. Issue de (Weidinger et al., 2018)
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25 Notion d’endotypes

Toutes les briques de la physiopathologie de la DA vont s’agencer différemment selon les
individus. Selon l'importance relative de chacune de ces briques, des endotypes ont été
définis, regroupant des caractéristiques physiopathologiques communes responsables de
phénotypes spécifiques (Bakker et al., 2021; Czarnowicki et al., 2019).

Ainsi, on distingue classiquement les DA « extrinséques » des DA « intrinséques ». Les DA
extrinseques (entre 55 et 90% des DA selon les régions et les études) sont caractérisées par
une altération franche de la fonction barriere cutanée, une sensibilisation IgE retrouvées sur
les tests cutanés et/ou le dosage sanguin des IgE et des marqueurs d’inflammation Th17
moins présents, en comparaison aux DA intrinséques (entre 10 et 45% des DA selon les
régions et les études) caractérisées par une fonction barriere préservée (Mori et al., 2010),
'absence de sensibilisation IgE et une inflammation Th17 et Th1 plus marquée (Mori et al.,
2010; Suérez-Farinas et al.,, 2013; Tokura, 2010). Les DA intrinséques seraient plus
fréquentes chez I'enfant (environ 1/3 des DA de I'enfant seraient intrinséques)(Fdlster-Holst et
al., 2006; Kusel et al., 2005). Certains auteurs discutent toutefois de I'entité distincte « DA
intrinseque » (Tokura, 2010; Tokura and Hayano, 2022) : est-elle une forme évoluant vers la
DA extrinseque ? une maladie auto-immune médiée par les LTh2 ? est-elle seulement une

authentique DA ?

Les endotypes different aussi selon les origines ethniques (Figure 18) : les patients atteints
de DA asiatiques arborent une part d’inflammation de type 17 plus importante que les patients
atteints de DA caucasiens. lls ont en conséquence davantage d’hyperplasie des kératinocytes
et donc des lésions plus épaisses, proches de celles du psoriasis, une pathologie
inflammatoire de type 17 (Noda et al., 2015). Les enfants blancs évoluent différemment dans
la maladie atopique (plus souvent allergiques alimentaires sans asthme) que les enfants noirs
(plus souvent asthmatiques sans allergie alimentaire), phénomene secondaire a un endotype
différent (Biagini et al., 2022).
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Figure 18. Différents endotypes correspondant a différents phénotypes de DA. Sont présentés les phénotypes
cliniques, une schématisation des sous-types lymphocytaires accumulés dans la peau, la polarisation immunitaire
des sous-ensembles de LT et les modifications de la barriére épidermique pour chaque phénotype de DA. Les
sous-types intrinséque (Int), extrinseéque (Ext), aigu (A) et chronique (C) n'ont été caractérisés que chez les patients
caucasiens (européens-américains). Les caractéristiques de la barriére épidermique, notamment I'épaisseur de
I'épiderme, la kératine 16 (KRT16), Ki67, FLG, LOR et la périplakine (PPL), étaient similaires chez les patients

atteints de DA intrinséque et extrinséque, mais plus évidentes chez les patients atteints de DA chronique que de
DA aigué. Issue de (Czarnowicki et al., 2019)

Les endotypes évoluent aussi avec I'age (Figure 19) : la balance type 2 / type 1 chez I'enfant

est trés favorable a l'inflammation Th2, tandis qu’avec I'age les marqueurs d’inflammation de
type 1 apparaissent (Esaki et al., 2016; Harb et al., 2017; Herberth et al., 2010).
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Figure 19. Evolution au fil du temps des différents marqueurs d’inflammation dans le sang des personnes
saines ou des patients atteints de DA. Les LT de types 1 (IFN-y), 2 (IL-13), 9 (IL-9), 17 (IL-17) et 22 (IL-22) ainsi
que les LT régulateurs (LTregs) sont montrés, de méme que certaines caractéristiques (expression du CLA et des
CD4 et 8). Issue de (Czarnowicki et al., 2020)

L’existence d’'une dysbiose cutanée a S. aureus, dont nous parlerons dans le chapitre 3,
s’integre également dans le concept d’endotype, puisque les patients colonisés a S. aureus
ont une DA plus sévére que ceux ne portant pas de S. aureus (Tauber et al., 2016) et n’auraient
pas la méme trajectoire atopique (Tsilochristou et al., 2019).

L’intérét de distinguer différents endotypes réside dans la compréhension de la
physiopathologie de la DA et les différents phénotypes qui en découlent, mais surtout de
prédire une trajectoire de la maladie (les enfants DA ayant une franche altération de leur
barriere cutanée sont plus a risque d’avoir une allergie alimentaire (Leung et al., 2019)) et
définir des traitements ciblés (Cabanillas et al., 2017; Kim and Ahn, 2022).

Des caractéristiques biologiques différentes ménent a des DA sensiblement

i différentes. La médecine de demain, dite personnalisée, doit donc proposer des traitements '
i différents en fonction du profil des patients. i
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3. Diagnostic de la DA

3.1 Présentation clinique

La DA est une dermatose inflammatoire chronique se caractérisant par un eczéma 2
récidivant (on parle de « poussées de DA » ou « d’exacerbations de DA ») survenant sur une
peau séche chronique (on parle de « xérose cutanée »). Les formes cliniques different selon
les individus, les endotypes, I'age, la sévérité de la maladie. Ainsi, les Iésions d’eczéma seront
volontiers diffuses chez le nourrisson, avec une atteinte de la face et du cuir chevelu, du tronc
avec une prédominance en péri-ombilical et des convexités des membres, et un respect de la
région du sieége. Ces lésions sont aigués donc trés érythémateuses et trés prurigineuses,
associées a des lésions de grattage. Chez I'enfant puis I'adolescent, elles seront plus
localisées, au niveau des plis (plis des coudes et genoux, rétro-auriculaires), des poignets et
des chevilles. Bien qu’il existe encore des atteintes diffuses, les plis des coudes et des genoux,
les paupiéres ou les mains sont les sites de prédilection de la DA de 'adolescent et de 'adulte.
Les adultes peuvent avoir une atteinte téte et cou caractéristique. Avec I'age, les Iésions se

chronicisent en s’épaississant et s’asséchant.

Le symptdme prédominant de la DA est le prurit (Darsow et al., 2011), responsable d’'une
altération majeure de la qualité du sommeil chez les petits bébés et les enfants et de la qualité
de vie chez tous les patients (Drucker et al., 2017; Silverberg et al., 2018). Le prurit apparait
souvent en premier, avant méme I'eczéma (rougeur) a proprement parlé, et doit alerter quant
a la survenue d’une poussée de DA. A cela s’ajoute le caractére douloureux dans les phases
trés inflammatoires, et affichant lorsque les Iésions concernent des zones exposées comme
le visage (Chernyshov, 2016; Kelly et al., 2021).

3.2 Caractéristiques histologiques

Les caractéristiques histologiques des lésions de DA sont: la spongiose (vésicules
intraépidermiques secondaires a un cedéme dissociant les kératinocytes), l'infiltrat de cellules
mononucléées au sein de I'épiderme avec exocytose, 'cedéme et l'infiltrat lymphocytaire
périvasculaire dermiques et 'acanthose (hyperprolifération kératinocytaire responsable d’'une
augmentation de I'épaisseur de I'épiderme). Ces anomalies histologiques sont caractéristiques

de I'eczéma, mais non spécifiques de I'étiologie de I'eczéma.

25 |’'eczéma est une Iésion évoluant classiguement en quatre phases : une phase érythémateuse, une phase vésiculeuse,
une phase suintante et une phase croliteuse ou desquamative, amenant a la guérison sans cicatrice. Dans la DA, elle apparait
généralement sur une peau seche.

94



3.3 Criteres diagnostiques et de sévérité de la DA

Le diagnostic de DA est clinique. Il n’existe pas d’examen paraclinique suffisamment
sensible permettant d’affirmer le caractére atopique d’un eczéma, mais le diagnostic est simple
a réaliser dans la grande majorité des cas. Certains examens orientés, dont une biopsie
cutanée pour examen histologique, sont parfois réalisés pour éliminer des diagnostics
différentiels.

Différents criteres diagnostiques ont été proposés pour aider le praticien et pour normaliser
le diagnostic dans le cadre des études cliniques (Vakharia et al., 2018). Les plus utilisés sont
ceux de I'UK Working Party (Williams et al., 1994)(Tableau 1) et ceux de Hanifin et Rajka
(Hanifin and Rajka, 1980)(Tableau 2).

Tableau 1. Critéres diagnostiques de la DA d’aprés I’'UK Working Party

Criteres majeurs (au moins 3 critéres présents)
Dermatose prurigineuse ou parents rapportant que I'enfant se gratte ou se frotte
Criteres mineurs (au moins 3 critéres présents)

- Antécédents personnels de dermatite des plis de flexion (fosses antécubitales, creux poplités, faces
antérieures des chevilles, du cou) et/ou des joues chez les enfants de moins de 10 ans

- Antécédents personnels d’asthme ou de rhinite allergique (ou de maladie atopique chez un parent au
premier degré chez I'enfant de moins de 4 ans)

- Antécédent de xérose cutanée diffuse au cours de I'année précédente

- Eczéma des plis atteignant les joues, le front ou la convexité des membres chez I'enfant de moins de
4 ans

- Début des signes cutanés avant I'age de 2 ans (critére utilisable pour un enfant de plus de 4 ans)

Tableau 2. Critéres diagnostiques de la DA d’aprés Hanifin et Rajka

Critére obligatoire

- Prurit

- Morphologie et distribution typiques :

- Lichénification des plis de flexion ou aspect linéaire chez I'adulte

- Atteinte du visage et des faces d’extension chez les enfants et les nourrissons

- Dermatose chronique ou récidivante

- Histoire personnelle ou familiale d’atopie (asthme, rhinite allergique, dermatite atopique)

Criteres secondaires (au moins 3 critéres présents)

- Xérose

- Ichtyose/hyper-linéarité palmaire/kératose pilaire

- Réactions cutanées d’hypersensibilité immédiate (type 1)
- Elévation des IgE sériques

- Début a un age précoce

- Tendance aux infections cutanées (en particulier a Staphylocoque doré ou a Herpés simplex) en
rapport avec une altération de I'immunité a médiation cellulaire

- Eczéma des mamelons
- Chéilites
- Conjonctivite récidivante
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Repli sous-palpébral inférieur (signe de Dennie-Morgan)
Kératocones

Cataracte sous-capsulaire antérieure

Pigmentation sous-orbitaire

Péleur faciale/érythéme facial

Pityriasis alba

Plis a la partie antérieure du cou

Prurit a la transpiration

Intolérance a la laine et aux solvants lipidiques
Aggravation périfolliculaire

Intolérance alimentaire

Evolution influencée par I'environnement et/ou les facteurs émotionnels
Dermographisme blanc

De nombreux scores de sévérité de la maladie ont également été établis : le SCORAD
(Scoring Atopic Dermatitis) et le PO-SCORAD (Patient Oriented-SCORAD), 'EASI (Eczema
Area and Severity Index), I'IGA (Investigator Global Assessment) (Charman and Williams,
2000; Chopra et al.,, 2017a; Oranje et al., 2007; Stalder et al., 2011), et des scores de
dermatologie générale peuvent également étre utilisés, comme le DLQI et ses variantes
pédiatriques (Finlay and Khan, 1994). lls peuvent prendre en compte lintensité des
symptémes, localement ou de maniere générale, 'impact sur la qualité de vie et du sommeil,
I'étendue des lésions d’eczéma, mais ces items n‘ont pas le méme poids selon le score,
permettant un choix orienté de I'outil, pour étre au plus proche du besoin pour le patient. lls

sont eux aussi trés utiles pour les études cliniques, et peuvent étre utilisés en pratique clinique.

4. Histoire naturelle de la DA

L’histoire naturelle d’'une maladie correspond a son évolution au fil du temps, incluant les
complications de la maladie. La description de I'histoire naturelle de la DA a fait I'objet d’'une
revue publiée dans les Annales de Dermatologie et Vénéréologie (Braun and Nosbaum, 2019)

dont le lecteur trouvera une reproduction dans les pages suivantes.

En résumé, la DA apparait le plus fréquemment avant I'dge de 1 an (Mohn et al., 2018),
avant 'age de 5 ans dans prés de 90% des cas (Kim et al., 2016b). La durée médiane de
persistance de la maladie est de 3 ans (la moyenne est de 6 ans) ; la DA est en rémission
compléte dans 80% des cas a I'dge de 8 ans et dans moins de 5% apres 20 ans (Kim et al.,
2016b). Comme dans toute étude épidémiologique, de nombreux facteurs peuvent induire des
biais d’analyse. Ainsi, la DA persiste plus longtemps si I'on en croit les études basées sur des
questionnaires remplis par les patients, en comparaison aux études basées sur un diagnostic
médical (Kim et al., 2016b). La DA persiste davantage chez les filles, lorsqu’il y a une
sensibilisation IgE et lorsque la maladie est sévére. (Abuabara et al., 2019; llli et al., 2004; Kim
et al., 2016b).
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Alinverse, dans une cohorte britannique de suivi au long cours des patients atteints de DA,
seulement 38% des adultes avec une maladie active avaient des symptémes dans I'enfance
(Abuabara et al., 2019).

De nombreuses complications émaillent I'évolution de la DA. La marche atopique, d’'une
part, correspond a la survenue stéréotypée d’allergies alimentaires, d’'un asthme allergique et
d’'une rhinite et/ou conjonctivite allergiques aprés la DA, dans cet ordre. Elle illustre
I'association des comorbidités atopiques avec la DA mais ne correspond a la réalité que pour
moins de 10% des enfants atteints de DA. D’autre part, la DA a des complications non
atopiques, psychologiques, neurodéveloppementales, infectieuses, pouvant apparaitre des
I'enfance. Ces complications, additionnées aux symptédmes de la DA, sont responsables d’'une
altération majeure de la qualité de vie des patients atteints de DA, y compris les enfants, et
leur entourage (Drucker et al., 2017; Gilaberte et al., 2020; Pedersen et al., 2021; Silverberg
et al., 2018).
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Résumé

La dermatite atopique (DA) est une dermatose inflammatoire chronique fréquente,
débutant généralement dans la petite enfance et se présentant comme un eczéma
récidivant. Aucune cause unique ne permet d'expliquer la survenue d'une DA. Il s’agit en
fait d’une pathologie multifactorielle associant deux anomalies intriguées : une altération
de la fonction barriére de la peau et une inflammation cellulaire majoritairement de
type 2. Toutefois, la physiopathologie de la DA ne peut se résumer a cette description
simple. Dans cette revue, nous réalisons donc une synthése des connaissances actuelles
sur L'histoire naturelle de la DA et les facteurs U'influencant, afin d'apporter un éclairage
sur la prise en charge de cette pathologie.

L'évolution de la DA est émaillée de nombreuses comorbidités atopiques, selon le
schéma de «marche atopique~. La DA serait ainsi classiquement suivie d’allergies
alimentaires (AA) IgE-médiées, d’asthme et de rhinite allergiques. La marche atopique
classique est finalement rarement retrouvée, mais semble liée a la sévérité de la DA. La DA
est par ailleurs associée a de nombreuses complications d'ordre neuropsychologique qu'il
est indispensable de dépister. D'autres facteurs pourraient influencer L'histoire naturelle
de la DA : des mutations génétiques sur de nombreux génes (protéines de la barriére
cutanée, immunité innée, immunité adaptative), une dysbiose cutanée caractérisée
par une colonisation de Staphylococcus aureus (S. aureus), une sensibilisation vis-a-vis
d'antigénes environnementaux. La prise en charge de la DA repose sur la restauration de
la barriére cutanée par 'application d'émollients et les traitements anti-inflammatoires
(en premier lieu desquels les dermocorticoides) en cas de poussée. Le traitement de
la colonisation a S. aureus n'a actuellement pas sa place hormis en cas de surinfection

*Auteur correspondant.

E-mail : camille.braun@inserm.fr (C. Braun).
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cutanée, tout comme ['utilisation de probiotiques par voie orale qui n'a pas montré
d'efficacité en traitement de la DA. En revanche, les probiotiques pourraient avoir un
intérét en prévention primaire dans des populations & risque.

© 2019 Elsevier Masson SAS. Tous droits réserves.

Summary

Atopic dermatitis (AD) is a common frequent chronic inflammatory skin disease which
begins frequently in infancy. The clinical expression of AD is a recurrent eczema on a
dry skin. AD is a multifactorial disease characterized by two linked abnormalities: a skin
barrer defect and a cellular inflammation, with type-2 main components. However, the
pathophysiology of AD is not as simple as this description looks like. In this review, we
will present a synthesis of current knowledge on natural history of AD and the involved
factors, in order to clarify AD care.

The evolution of AD is associated with many atopic comorbidities, following the “atopic
march” scheme: IgE-mediated food allergy, allergicasthma and rhinitis occurring classically
after AD. In fact, this is rarely the case, but the atopic march seems to be associated with
AD severity. AD has also many neuropsychological complications which are essential to be
detected. Other factors could influence the natural history of AD: genetic mutations on
different genes (proteins of skin barrier, innate and adaptive immunity pathways), skin
dysbiosis with colonization by Staphylococcus aureus, sensitization against environmental
proteins. AD treatment is based on the restauration of the skin barrier using emollients
and on anti-inflammatory drugs (notably topical corticosteroids) during the inflammatory
flares. It is not recommended to treat the skin colonization by 5. aureus, excepted in case
of skin infection. The probiotics have no efficiency as curative treatment of AD, but could

have an interest for the primary prevention, especially in at-risk populations.
© 2019 Elsevier Masson SAS. All rghts reserved.

Généralités sur la dermatite atopique

La DA est une dermatose inflammatoire chronigue dont
la prévalence est estimée en France a 10% chez l’enfant
et 4% chez ['adulte [1]. Il s’agit d'une pathologie a début
essentiellement pédiatrique, puisqu’on estime que 60 % des
cas débutent avant ['age d'un an [2]. Cliniquement, la DA
se présente comme un eczéma, lésion inflammatoire pruri-
gineuse associant une peau érythémateuse a des vésicules,
souvent excoriées du fait des déemangeaisons. Cet eczéma
évolue par poussées entrecoupees de rémissions, au cours
desquelles persiste néanmoins une peau séche, témain d'une
barriére cutanée altérée.

Bien qu'il existe des disparités entre les individus [3], la
physiopathologie de la DA associe deux anomalies intimement
liées : une altération de la fonction barriére de la peau
et une inflammation cutanée dirigée contre les antigénes
environnementaux [2]. La peau est un organe dont la fonction
principale est celle de barriére, luttant contre les agressions
extérieures (physiques, chimiques, mécaniques, microbio-
logiques) et participant a |’homéostasie de l’organisme.
Cette barriére cutanée fonctionne grace 4 la synergie entre
les structures de |'épiderme (kératinocytes et protéines de
structure telles que la filaggrine, la loricrine et les kératines),
les cellules immunitaires (principalement les lymphocytes)
et le microbiote cutané commensal (avec une grande diver-
sité de bactéries, telles que Staphylococcus epidermidis,
Propionibacteria, Corynebacteria). Dans la DA, cette bar-
riére subit des dommages comme L'illustre |"augmentation

de la perte insensible en eau (PIE) transcutanée, dont
la sécheresse cutanée est la traduction clinique [4]. Les
poussées d'eczéma sont liées a une inflammation cutanée
caractérisée par une infiltration de lymphocytes T et de
cellules innées lymphaides (ILC) productrices de cytokines
principalement de type 2 (interleukines [IL]-4, 5, 13). Cette
inflammation est associée a une apoptose et une spongiose
(cedéme intracellulaire) des kératinocytes [5]. Le prurit,
symptéme majeur de la DA, est lié & 'hyperinnervation de
la peau atteinte et la production cutanée de médiateurs
entrainant un prurit, dont la tryptase et ["histamine certes,
mais egalement de nombreuses autres molécules non liees
aux mastocytes, comme U'IL-31, ce qui explique la faible
efficacité des antihistaminiques sur ce symptéme [6].

Toutefois, la physiopathologie de la DA, et donc son
histoire naturelle, ne peut se résumer a ces descriptions
simples. La multitude des endotypes et des phénotypes en est
L"illustration [2,3]. Dans cette revue, nous réalisons donc une
synthése des connaissances actuelles sur ["histoire naturelle
de la DA, afin d'apporter un éclairage sur la prise en charge
de cette pathologie.

Histoire naturelle de la DA

La DA est une pathologie chronique apparaissant génera-
lement dans 'enfance. Une méta-analyse récente incluant
45 études rapporte un diagnostic avant ['dge de 5 ans dans
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87,7 % des cas et une durée moyenne de la maladie de
6,1 ans [7]. Dans 80 % des cas, la DA disparait aprés 8 ans
d’évolution ; néanmoins, 5 % des cas persistent aprés 20 ans
d’évolution [7]. Les facteurs de risque de persistance trouvés
dans cette étude étaient : I’apparition aprés ['dge de 2 ans,
le sexe feminin et la séverité initiale de [’atteinte [7].
Le profil de sensibilisation évalué par tests cutanés et/ou
dosage d'Igk specifiques n’était pas un facteur influencant
la persistance de la DA [7]. Cependant, les formes débutant
a 'age adulte sont de plus en plus rapportées. Dans une
étude britannique de suivi au long cours portant sur deux
cohortes (personnes nées en 1958 ou en 1970), seuls 38 % des
patients ayant ou ayant eu une DA avaient eu des symptdmes
dans "enfance [8].

Comorbidités atopiques de la DA

La DA est classiquement considérée comme la premiére
étape de la « marche atopique =, succession des patholo-
gies atopiques au fil du temps : DA, allergie alimentaire
IgE-meédiée, asthme allergique puis rhinite et conjonctivite
allergigues [9]. Cependant, l'entité méme de marche ato-
pigue est de plus en plus remise en question [2]. En effet,
moins de 10% des enfants atteints de DA suivent ensuite
une trajectoire classique de marche atopique [10]. Le terme
« pheénotype atopigue = serait davantage approprié pour les
patients souffrant de polypathologies atopiques.

La prévalence des AA IgE-médiées chez les patients
ayant ou ayant eu une DA est difficile a évaluer, car le
diagnostic nécessite habituellement un test de provocation
oral (TPQ) afin de caractériser la récidive des symptdmes
suspects [11]. Malheureusement, de nombreuses études
reposent uniguement sur la mise en évidence d'une sensibi-
lisation IgE (prick-test et/ou dosage d’IgkE specifiques) a un
aliment chez les patients atteints de DA, du fait du risque
de reaction allergique severe. Ainsi, prés de deux tiers des
enfants atteints de DA ont une sensibilisation alimentaire
IgE [12,13], situation menant fréquemment a une éviction
alimentaire injustifiee [14]. Dans une étude francaise, la
prévalence des allergies IgE-médiées confirmées par une
évaluation allergologique compléte est évaluée a 17,8 %
[15] vs 5,1 % dans une étude coréenne [16]. Seuls les
patients ayant une allergie IgE-médiée avérée devraient
avoir une éviction de |’aliment en cause. On sait en effet
que L'éviction a tort d'un aliment (sensibilisation IgE sans
symptdme clinique d’allergie) peut induire une allergie
IgE-médiée aprés plusieurs mois [14].

Une revue systématique de 2007 estimait qu’un enfant
atteint de DA sur trois présentera un asthme a 6 ans [17],
tandis que deux études de cohorte pédiatrique trouvent une
prévalence des symptimes respiratoires (incluant la rhinite
allergique) inférieure a 20% dans la population DA [10].
Toutefois, L'évolution vers L'asthme semble corrélée a la
severité de la maladie, puisque 70 % des enfants atteints de
DA modérée a severe al'age de 3 ans présenteront un asthme
allergique avant l"age de 7 ans [18]. Au final, on estime qu’un
enfant atteint de DA a l'age d’un an a un risque trois fois
plus important de développer un asthme et trois fois plus
important de développer une rhinite dans les 5 ans suivants
qu’un enfant sans DA [19].

Complications non atopiques de la DA

Qutre les comorbidités atopiques, la DAest associée a des
complications développementales et psychologiques en lien
avec l'aspect des lésions et le prurit, et des comorbidités
locales et systemiques.

Ainsi, une revue systématique rapporte gue les enfants
atteints de DA ont un risgue accru d’un facteur 1,5 d’avoir un
trouble déficit de L'attention et hyperactivite (TDAH) [20]. IL
existe également un lien épidémiologique entre DA et troubles
du spectre autistique [21]. Certains auteurs suggerent
que le lien entre ces troubles et la DA puisse étre d’ordre
neuro-immunologique [22]. Les patients atteints de DA, y
compris les enfants, sont également a risque de dépression
et d’anxiété [23,24], avec un Odds Ratio (OR) chez "adulte
de 2,19 (intervalle de confiance [IC] 95 % : 1,87-2,57) et de
2,19 (IC 95 % : 1,75-2,73) respectivement, et chez 'enfant
de 1,27 (1C95 % : 1,12-1,45) pour la dépression [25]. Il existe
également une corrélation entre DA et idées suicidaires chez
’adolescent et l"adulte (OR = 4,32 ; IC 95 % : 1,93-9,66) [25]
et conduites a risque (exemple du tabagisme, OR = 1,32;
IC95% : 1,18-1,47) [26].

La DA est positivement corrélée a des facteurs de risque
et pathologies vasculaires dans des études essentiellement
americaines. Cela inclut le surpoids [27], |"hypertension arté-
rielle [26], le diabéte [26], 'infarctus du myocarde [28] et les
accidents vasculaires cérebraux [29]. Aucune prédisposition
génétique commune a ces comorbidités n’a été trouvée pour
le moment [30]. Il existerait également une association entre
DA et carcinome basocellulaire, mais pas avec les autres
tumeurs cutanées [31]. Les études sont toutefois hétérogénes
et il est impossible de conclure formellement. Il existe en
revanche un risque accru de lymphome cutané, sans que
cela soit systématiquement lié a ' application de traitements
topiques [32]. Enfin, on retrouve des associations entre DA
et maladies auto-immunes cutanées [33,34].

Alinverse, la DA pourrait étre associée a une diminution
du risque de certaines pathologies cancéreuses, comme
les leucemies aigués lymphoblastiques chez ['enfant [35],
les gliomes [36] et les méningiomes [37]. Enfin, le risque
associé aux maladies auto-immunes systémigues comme
le diabéte, la sclérodermie systémique, les néphropathies
auto-immunes, les maladies thyroidiennes [30] n'est pas
modifié dans la population DA, bien que ces pathologies scient
associées a un profil inflammatoire de type 1.

Il est important de connaitre ces liens statistiques, notam-
ment |’ existence des complications neuropsychologiques qui
participent a l'altération de la qualité de vie des enfants
atteints et de leur famille [38,39] et au coliit socioéconomique
important de la DA [40,41]. Ces complications doivent étre
prises en compte dans la prise en charge de la DA.

Facteurs influencant |’histoire naturelle
de la DA

Si les recherches ont permis une compréhension appro-
fondie de la physiopathologie de la DA, elles ont néanmains
échoué a identifier une cause unique expliquant |'apparition
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de la maladie. Dans ce chapitre, nous essaierons de mettre en
lumiére les anomalies de la DA et leur contribution putative
dans la survenue de cette maladie.

L’altération de la barriére cutanee
est-elle un prérequis indispensable
a 'apparition de la DA ?

Excepté dans les rarissimes cas de maladie monogénique
(mutation du gene CARD11, par exemple), la survenue d’une
DA est un phénomene multifactoriel impliquant trés certaine-
ment une prédisposition génétique [42]. Les études familiales
apportent des éléments évocateurs : un jumeau ayant un frére
atteint de DA a un risque sept fois plus élevé d'étre lui-méme
atteint [43] et l'existence d'une atopie chez les parents estun
facteur de risque majeur pour l'enfant [44]. Au total, une tren-
taine de locus de susceptibilité ont été identifiés, impliquant
des génes de l'immunité innée, de l'immunité adaptative ou des
génes de structure épidermique [2]. Parmi ces derniers, le géne
de la filaggrine (FLG) est le plus étudié. Plusieurs méta-analyses
ont montré une association importante entre mutations du géne
FLG et risque de DA [45], dont celle de Rodriguez et al. trouvant
un OR de 31,46 (IC 95% : 2,86 - 100) 4 l'age de 10 ans [46].
Toutefois, ces mutations expliqueraient moins de 20 % des DA [2]
et prés de 60 % des personnes porteuses de mutations sur le
géne FLG n'auront jamais de DA [47].

La peau des adultes atteints de DA est néanmoins lar-
gement caractérisée par une diminution de production de
filaggrine [3,48] et d’autres protéines de structure, comme
l’hornérine et la filaggrine-2 [49], indépendamment de
'identification d’une mutation génétique. Ces anomalies
seraient responsables a leur tour d’une alcalinisation de la
peau, d'une diminution de la rétention en eau, d'une alté-
ration de la cohésion et de la structure des corneocytes [2].
Avant méme l'apparition de la maladie, |’altération de la
barriére cutanée est associée a un risque accru de DA. Ainsi,
["augmentation de la PIE transcutanée en période néonatale
est un facteur de risque fort d'apparition d’'une DA avant
l’dge d’un an, indépendamment des antécédents familiaux
d’atopie et de la présence d'une mutation du géne FLG [50].

Mais les anomalies sur les protéines de structure épider-
mique ne semblent pas suffisantes pour induire une DA [51].
Chez U'enfant, la quantiteé en filaggrine est similaire dans la
peau DA et dans la peau non atteinte [52]. Chez ’adulte
atteint de DA, la sensibilisation percutanée a un allergéne
fort (le dinitrochlorebenzéne) induit la méme inflammation
en preésence et en 'absence d’'une mutation du gene FLG [53].
Ainsi, au-dela de ["altération de la fonction barriére de la
peau, l'inflammation cutanée apparait aussi comme un pilier
essentiel de la physiopathologie de la DA. Elle participe d’ail-
leurs aux anomalies de barriére cutanée, puisque les cytokines
de type 2 (IL-4 et 13 notamment) ont une action inhibitrice
sur la production de filaggrine par les kératinocytes [54,55].

Inflammation cutanée de type 2 :
la DA se résume-t-elle a une allergie cutanée ?

L'inflammation associée a la DA est une réponse immunitaire
majoritairement de type 2, faisant intervenir des médiateurs

cellulaires et moléculaires caractéristiques (lymphocytes Thz,
ILCZ, IL-4, 5 et 13) [2]. Cette réponse fait suite a une inflam-
mation innée d’origine épidermique dont l"effecteur principal
est le kératinocyte, capable de produire du Thymic Stromal
Lymphopoietin (TSLP) et de U'IL-33 [56], deux cytokines for-
tement associées a l'immunité de type 2 et a la DA [57]. Des
locus de susceptibilité sur des génes de l'immuniteé innée sont
connus dans la DA, mais aucun cas de DA monogénigue liée a
une mutation sur 'un de ces génes n'a été rapporté [58].

La réponse adaptative de la DA apparait suite a la pré-
sentation d’antigénes environnementaux aux lymphocytes T
qui, dans un contexte d"inflammation épidermique caracte-
ristique de la DA, vont &tre polarisés préférentiellement vers
le type 2 [59]. Cette polarisation est associée a la production
d’Igk spécifiques d'antigénes environnementaux. En effet,
'IL-4 secretee par les lymphocytes Th2 et les ILC2 induit
une commutation isotypique vers les IgE a la surface des
lymphocytes B [60]. Ainsi, les patients atteints de DA ont un
taux d'IgE totales généralement plus élevé que la population
générale, et une sensibilisation IgE plus fréquente [3]. Par
exemple, deux tiers des enfants atteints de DA ont des IgE
spécifiques d'allergénes alimentaires [12]. Les IgE spécifiques
d’antigénes participent probablement a la physiopathologie
de la DA, puisque des polynucléaires basophiles sont présents
dans les lésions de DA, mais leur role n'est pas défini [61].
Toutefois, une minorité des enfants sensibilisés ont une réelle
allergie alimentaire IgE-médiée, définie par la survenue d'une
réaction allergique immédiate (urticaire, bronchospasme,
douleurs abdominales et vomissements, voire anaphylaxie).
Ainsi, on peut affirmer gu’ une majorite de patients DAont une
sensibilisation IgE vis-a-vis d'antigénes environnementaux
(aliments, aéroallergénes), sans allergie clinique. Le profil
de sensibilisation IgE des patients atteints de DA pourrait en
fait &tre un témoin d'une barriére cutanée perméable et un
marqueur de séverité de la pathologie [62].

En revanche, la guestion de 'impact de ['exposition a
des antigénes environnementawx sur l'évolution de la DA est
fondamentale, car pose la question de l'intérét d'une éviction
antigénigue. En pratique, les poussées d'eczéma liées a l'expo-
sition 4 un aliment sont rares et ne nécessitent habituellement
pas d'éviction. Avec l'dge, le profil de sensibilisation change
et les patients DA ont davantage de sensibilisation vis-a-vis des
aéroallergénes, notamment les pollens et les acariens, dont la
participation aux poussées de DA a ete bien etablie [63,64].
Neéanmoins, la contribution exacte de la composante T speci-
fique d'antigéne dans l'inflammation de la DA ne peut pas étre
définie. De ce fait, aucune affirmation sur ['efficacité d'une
eviction antigénique ne peut étre faite dans la majorité des cas.

Finalement, la DA ne doit pas étre considérée comme
une allergie cutanée mais comme une maladie structurale et
inflammatoire de la peau. Une allergie non IgE-médiée peut
s'assoder et aggraver les poussées d'eczéma, mais elle ne doit
étre recherchée que dans les formes séveres réfractaires au trai-
tement des anomalies de barriére cutanée et de L'inflammation.

Quel rble joue la dysbiose cutanée
dans ["apparition de la DA?

Longtemps considéré comme un corps étranger « colonisant =
'organisme, le microbiote est aujourd’hui regardé comme une
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entité participant au fonctionnement de celui-ci. Ainsi, les
bactéries cutanées participent a la fonction barriére de la peau
en protégeant I’hdte vis-a-vis des bactéries pathogenes [65].

Une dysbiose cutanée existe chez les patients atteints
de DA. Elle associe un appauvrissement de la diversité
bactérienne et une colonisation prédominante a staphylo-
coques, dont S. aureus, au détriment des streptocogues,
Corynebacterium et Propionibacterium [66]. Cette dysbiose
a 5. aureus pourrait apparaitre dés l'enfance, avant méme
|'apparition de la DA. Ainsi, dans |’ étude de Meylan, et al.,
les auteurs mettent en évidence un risque accru de DA
chez les enfants ayant une colonisation cutanée a 5. aureus
(OR=3,0;1C95% : 1,3-7,3) au cours du suivi [67]. Cette
observation est en faveur de I’hypothése du role de 5. aureus
dans la physiopathologie de la DA, selon deux mécanismes :
"induction de lésions épidermiques et la participation a
'inflammation cutanée liée a la DA.

5. aureus induit des lésions epidermiques

La peau de DA est un environnement favorable a la
colonisation de 5. aureus : un pH moins acide [68], des cor-
néocytes présentant des villosités a leur surface [69], une
production majoree de ligands reconnus par 5. aureus [70]
et une inhibition de la production de peptides antimi-
crobiens par les kératinocytes [55]. Toutefois, 5. aureus
ne se contente pas de coloniser la peau a l'image d'une
bactérie commensale, profitant d'un milieu favorable, mais
participe a l'altération de la barriére cutanée. En effet, une
dysfonction plus sévére de la barriére cutanée est présente
chez les patients DA colonisés par S. aureus, comparée a
celle des patients DA non colonisés [71]. Le phénomeéne
d’altération de la barriére cutanée par 5. aureus, dont les
mécanismes sont décrits essentiellement chez la souris,
peut s'expliquer par une action directe de la peau par
S. aureus. Ainsi, les protéases secretées par 5. aureus ont
une activité protéolytique sur le tissu cutané [72], tandis
que les souches de 5. aureus déficientes en protéases ont
ainsi une plus faible capacité a pénétrer la peau [73].
Les Phenol-soluble Modulins (PSM) de 5. aureus induisent
eégalement des dommages directs aux kératinocytes [72,74].
Enfin, la production d’acide lipotéichoique par S. aureus
entraine une altération de la différenciation des kératino-
cytes, avec une diminution de production des kératines 1
et 10 et de la desmacolline 1 [55]. Enfin, notons que les
patients DA colonisés par S. aureus sont plus fréquemment
sensibilisés a des protéines de ’environnement (test IgE
multiallergénique), mettant indirectement en évidence
une plus grande permeabilité de la peau, en comparaison
aux patients DA non colonisés [75].

Réle pro-inflammatoire de S. aureus

En plus d’une capacité a altérer la barriere cutanée, la
colonisation par 5. aureus induit, chez les patients DA et dans
des modeles murins de DA, une réponse immunitaire chez
I'hote. Genéralement, la réponse immunitaire cutanée vis-
a-vis d'un pathogéne est de types 1 et 17 [76]. Chez la souris,
|'application de S. aureus isolé de peau DAsur une souris avec

une barriére cutanée intacte est associée a la productiond’IL-
13 et d’IL-17 [66], tandis que |’ application de S. aureus sous
patch est associee a la production cutanée d'IL-4, IL-13, IL-22
et TSLP et a l'augmentation des IgE totales sanguines [73,77].
Les mécanismes commencent a étre décrits et pourraient
impliguer des protéines staphylococciques connues pour
leur réle dans la pathogénicité de S. aureus. On appelle ces
protéines des facteurs de virulence, qui sont soit exprimeées
a la surface de la bactérie (comme les Fibronectin Binding
Proteins [FnBP]), ol elles participent a l'adhésion bacté-
rienne, soit secretées dans L'environnement tissulaire pour
induire des lésions et favoriser la prolifération bactérienne
au sein du tissu (comme les protéases). Parmi les facteurs
de virulence produits par 5. aureus, certains interagissent
avec le systéme immunitaire, comme la d-toxine induisant la
dégranulation des mastocytes cutanés et le développement
d’une inflammation de type atopique [77]. Par ailleurs,
|’application sur la peau de souris d’entérotoxines staphy-
lococdques A (SEA) et B (SEB) produites par S. aureus, connus
pour leur activité de superantigene, induit une infiltration
cutanée de mastocytes et d'éosinophiles et la production
cutanée d’IL-4, IL-5, interféron gamma (IFNy) et IL-17 par
des lymphocytes T et les ILC [75]. Les superantigénes de
S. aureus induisent aussi une réponse immunitaire de type 2
chez "homme. L'application de SEB sur la peau atopigue
induit Uinfiltration cutanée par des lymphocytes T exprimant
les chaines B 12 et 17 sensibles aux superantigénes [78]. Une
méta-analyse portant sur 2 369 patients DA rapporte que 33 %
de ceux-ci ont des IgE anti-5EA (vs sujets sains : OR = 8,37 ;
IC 95 %: 2,93-23,92) et 35 % des IgE anti-SEB (vs sujets sains :
OR = 9,34, IC95% : 3,54-24,93) [79]. Leur présence, ainsi
que celle d’IgE anti-FnBF, est corrélée a la sévérité de la
pathologie [80-82]. De maniére plus générale, les patients DA
colonisés par 5. aureus ont des concentrations plus élevées
en marqueurs sérigues d'inflammation de type 2 (CCL17,
periostine et CCL26) que les patients DA non colonises [75].

Finalement, "existence d’une réponse immunitaire vis-
a-visde la colonisation cutanée a S. aureus est un phénoméne
attendu. En revanche, le fait que cette réponse immunitaire
puisse étre polarisée vers une inflammation de type 2 plutdt
que de type 1 ou 17 est inhabituel ; on ignore encore si cette
reponse immunitaire anti-5. aureus participe a l"initiation
et la chronicité de la DA.

Conséquences pratiques pour la prise
en charge de laDA

La DA associe, nous l'avons dit, une altération de la
barriére cutanée et une inflammation cutanée. Ces deux
anomalies sont la cible de la prise en charge de la maladie.
Des recommandations européennes récentes en rappellent
les grandes lignes [83].

La restauration de la barriére cutanée repose sur
’application pluriquotidienne d’émollients sur |'ensemble
du corps. Elle est nécessaire afin de compenser les anomalies
de structure et permet de limiter la pénétration des anti-
geénes environnementaux a travers 'épiderme [73,84]. En
cas de survenue de poussées inflammatoires, un traitement
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anti-inflammatoire local doit étre instauré. Ce traitement
repose en premier lieu sur les dermocorticoides, efficaces
aussi bien chez 'adulte que chez l'enfant. Lorsque ces trai-
tements sont insuffisants, d'autres thérapies sont instaurées,
comme le tacrolimus topique ou des thérapies systemigues
(methotrexate, dupilumab, ciclosporine, etc.).

Faut-il traiter la dysbiose a 5. aureus ?

Bien gue le réle de S. aureus dans la physiopathologie
des eczémas atopiques ne soit pas encore établi, les traite-
ments antiseptigues figurent actuellement dans la prise en
charge de la DA [83]. Cependant, ces pratiques devraient
évoluer au regard des résultats d'études récentes. Une
méta-analyse de 2017 incluant 5 études a évalué l'inté-
rét des bains a l'eau de Javel diluée a 0,005 % dans le
traitement de la DA, en comparaison aux bains a 'eau
seule [85]. Ces deux types de bain avaient une efficacite
similaire a quatre semaines sur les scores de severite de la
maladie, indiquant un effet bénéfique de l'eau plus qu'un
effet de l'eau de Javel elle-méme [85]. Surtout, |'eau de
Javel ainsi diluée n'a aucune action anti-S. aureus [86].
Par ailleurs, une revue systématique a mis en évidence
|'absence d'efficacité des stratégies antibiotiques (par voie
orale ou topique) sur les eczémas non infectés, bien que la
densité de 5. aureus soit diminuée par ces traitements [87].
Etant donné que les lésions sont rapidement recolonisées
par S. aureus, un traitement au long cours pourrait étre
plus efficace, mais cette possibilité est limitée par le risque
de résistances aux antibiotiques. Ainsi, le traitement de
la dysbiose a S. aureus ne semble pas avoir d’impact sur
L'évolution de la DA.

En revanche, il est nécessaire de traiter 5. aureus en cas
de signes d’infection cutanée, associant une exacerbation
des lésions a un écoulement ou des crolites mélicériques.
Dans les formes localisées, le traitement repose sur les
antiseptigues et antibiotiques topigues. Une antibiothérapie
systémique n'est indiguée qu’en cas de forme étendue, aprés
prélevements bactériologiques [88]. Le traitement a alors
pour but de traiter l'infection et non la colonisation ; il n'est
en rien un traitement de la DA en elle-méme.

Peut-on prévenir la survenue de la DA?

Trois études randomisées ont montré une efficacité des
émollients en période néonatale sur la survenue d’une DA
avant 6-12 mois, chez des nouveau-nés a risque (antécédent
familial au premier degré d'atopie) [89-91]. Cependant,
ces etudes ne trouvent pas de différence en termes de
sensibilisation IgE vis-a-vis des allergenes alimentaires avec
ou sans application d'emollients, témoin de l'altération
de la barriére cutanée [89,91]. De plus, depuis 2019, de
nouvelles études ne trouvent pas d'efficacité significative a
| application d'émollients dans la prévention de la DA [92].
C’est notamment le cas de ['étude Barrier Enhancement for
Eczema Prevention (BEEP) ayant inclus 1 395 nouveau-nés a
risque de DA, chez qui " application quotidienne d"un émol-
lient ne semble pas modifier l'incidence de la DA dans les
deux premiéres années de vie [93]. Ces résultats divergents

interrogent sur 'intérét des émollients en traitement pré-
ventif de la DA. L'étude BEEP et d’autres études devront
répondre a cette question, et explorer la problématique de
la prévention des comorbidités atopiques ([AA], asthme et
rhinite allergiques) [94].

De plus en plus d’etudes évaluent l'intéerét des pro-
biotiques (bactéries ayant montré un bienfait sur la santé
humaine) par voie orale, éventuellement en assodation a des
prébiotiques (nutriments favorisant "émergence de probio-
tiques), dans la prévention de la DA. Les probiotiques auraient
une action modulatrice sur le systéme immunitaire humain
qui trouverait son intérét dans les pathologies allergiques,
auto-inflammatoires et auto-immunes [95]. Une méta-analyse
récente ayant inclus 16 études controlées randomisées met
en évidence une efficacité des probiotiques en prévention
de la DA (OR = 0,56 ; IC 95% : 0,52-0,6), y compris chez les
nouveau-nés a haut risque (OR = 0,54 ; 1IC95% : 0,5-0,59) [96].
Il semblerait par ailleurs qu'une administration prénatale et
postnatale de probiotiques soit plus efficace (OR = 0,54 ;
IC 95 % :0,5-0,59) qu’une application uniguement postnatale
(OR=0,89;IC95 % : 0,59-1,35) [96]. Cependant, il n'y a pas
ou trés peu d’efficacité des probiotiques seuls [97] ou en
association avec des prébiotiques [98] en traitement de la DA.
En définitive, il est actuellement difficile de recommander la
prise de probiotigues en prévention de la DA, mais ceux-d
pourraient étre intéressants dans des populations a risque.
La limite principale repose sur ['absence de standardisation
des préparations, en termes de composition ou de guantités
délivrées.

Conclusion

La DA est une dermatose inflammatoire chronique dont
la physiopathologie repose sur une altération de la barriére
cutanée et une réponse immunitaire de type 2 vis-a-vis
d’antigénes de 'environnement. Ces anomalies s’associent
a une dysbiose cutanée a 5. aureus dont la participation a la
maladie n"est pas connue et qu’il ne faut pas traiter, hormis
en cas de signes cliniques d'infection. Le traitement des
anomalies de barriére par les émollients et de " inflammation
cutanée par les dermocorticoides est a la base de la prise
en charge des patients atteints de DA, mais l'impact sur
'évolution de la « marche atopique = n’est pas connu et fait
'objet de nombreuses recherches en cours.
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5. Prise en charge de la DA

La prise en charge de la DA a fait 'objet de recommandations européennes en 2020
(Wollenberg et al., 2020) et des recommandations frangaises sont en cours de rédaction. Elle
repose globalement sur (1) une restauration de la fonction barriére de la peau et (2) un
traitement anti-inflammatoire et allie des mesures non-médicamenteuses et des traitements

pharmacologiques.

51 Mesures générales

Comme décrit précédemment, de multiples facteurs environnementaux interviennent dans
laltération de la barriere cutanée et dans linflammation de la DA. Ces facteurs doivent
impérativement étre limités. Ainsi, il est recommandé d’éviter les vétements irritants comme la
laine, les irritants chimiques comme les produits ménagers, les solvants, certains savons, et
d’autres irritants de I'environnement comme les allergénes qui, bien avant une inflammation
spécifique, induit des Iésions de la barriére cutanée et une inflammation innée (Einhorn et al.,
2016; Jacquet, 2021; Jang et al., 2017). Les animaux domestiques, les tapis ou les moquettes,
sont des sources d’acariens et d’irritants d’origine animale qu’il faut probablement limiter, en

fonction de I'évolution de la maladie a leur contact (Pelucchi et al., 2013).

La pollution intérieure (Eberlein-Kénig et al., 1998; Huss-Marp et al., 2006; Kim et al.,
2016a) et extérieure (Kathuria and Silverberg, 2016; Morgenstern et al., 2008; Pan et al., 2015;
Woo et al., 2020) est également un facteur aggravant la DA. L’aération correcte du domicile
est donc recommandée, et certains patients souffrant de DA séveéres sont amenés a
déménager dans des zones moins polluées ou a réaliser des séjours climatiques pour
s’extraire temporairement d’environnements défavorables (Fieten et al., 2015). De méme,
'exposition au tabac est a limiter, les études observationnelles rapportant une plus forte
prévalence du tabagisme passif et actif chez les patients ayant une DA plus sévere (Kantor et
al., 2016; Kim et al., 2017; Lee et al., 2019a). |l n’y a pas d’étude sur I'impact de la cigarette
électronique sur la DA, mais les composants des vapeurs produites par la cigarette
électronique sont pro-inflammatoires et ont des effets sur les épithéliums bronchique et nasal
(Lerner et al., 2015; Moses et al., 2017), suggérant qu’ils puissent également avoir un effet
délétere sur la peau sensible de DA.

Une réflexion doit étre menée avec le patient pour une orientation professionnelle

permettant de limiter 'exposition aux irritants et aux allergénes cutanés (Ngrreslet et al., 2018).

L’ensemble de ces mesures s’accompagnent lors des consultations d’'une éducation
thérapeutique minimale. Dans les formes les plus sévéres, des consultations dédiées a

I'éducation thérapeutique ou des « écoles de I'eczéma » peuvent étre mises en place pour
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renforcer la compréhension de la maladie, des mesures non-médicamenteuses et
pharmacologiques, échanger avec d’autres patients et familles (Eichenfield et al., 2021;
Grossman et al., 2018). Les patients et leur entourage peuvent aussi recevoir des informations

sur les sites internet de la Fondation Eczéma et de I’Association Dermatite Atopique.

5.2 Restauration de la barriere cutanée

La restauration de la barriére cutanée repose sur I'application de cosmétiques émollients,
incluant des huiles lavantes et des cremes émollientes. Les cremes émollientes doivent
hydrater la peau et créer un effet d’occlusion grace a un fin film hydrophobique. Les hydratants
sont par exemple la glycérine ou le sorbitol, qui attirent les vapeurs d’eau, tandis que les
molécules hydrophobiques utilisées sont par exemple la lanoline, la paraffine ou le silicone
(Giam et al., 2016; Hon et al., 2018). Les emollients doivent par ailleurs ne contenir aucune
protéine, notamment alimentaire, au risque de favoriser la survenue d’allergies alimentaires.
De nombreuses études ont comparé I'efficacité de différentes compositions d’émollients, sans
qu’il y ait de supériorité franche de I'un sur les autres (Zuuren et al., 2017). Il est recommandé
d’utiliser les émollients, au moins deux fois par jour (Wollenberg et al., 2020), volontiers juste
aprés un bain ou une douche. L'utilisation d’huiles lavantes a la place des savons est
également vivement recommandée, mais les bains seuls, d’'une durée limitée, avec une
température de I'eau non excessive, peuvent déja avoir un intérét sur la DA légére, notamment

chez I'enfant.

L’utilisation des émollients doit étre encouragée, car elle limite 'apparition de poussées de
DA et permet une épargne cortisonique (Eberlein et al., 2008; Grimalt et al., 2007). L’utilisation
précoce, dés la période néonatale, et ciblée sur les enfants les plus a risque, pourrait par

ailleurs permettre de prévenir la survenue d’'une DA (Zhong et al., 2022).

53 Traitements anti-inflammatoires

5.3.1 Traitement d’attague des poussées d’eczéma

Les traitements anti-inflammatoires a utiliser en premiére intention en cas de poussée
d’eczéma sont les dermocorticoides, a des doses appropriées et pour une durée suffisante
pour obtenir un eczéma parfaitement résolu. En deuxiéme intention, le tacrolimus, un
immunosuppresseur anti-calcineurine, peut étre utilisé par voie topique ; de maniére générale,
il n’aurait pas d’efficacité supérieure aux dermocorticoides et présente comme effet indésirable
majeur des sensations de brllures sur les zones d’application (Svensson et al., 2011).
L'utilisation de corticoides par voie systémique n’est généralement pas recommandée
(Drucker et al., 2018; Wollenberg et al., 2020).
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5.3.2 Traitement d’entretien

Lorsque les poussées de DA sont fréquentes malgré une application adéquate des
émollients, ou lorsque les poussées sont rapidement séveres, un traitement anti-inflammatoire
d’entretien peut étre proposé. Les dermocorticoides tout comme le tacrolimus peuvent étre
appliqués deux a trois fois par semaine sur les zones de récidive habituelles de 'eczéma (Axon
et al., 2021; Williams, 2004). Dans cette indication, le tacrolimus pourrait avoir une efficacité
supérieure aux dermocorticoides (Siegfried et al., 2016).

La photothérapie, dont il existe plusieurs types (UVA, UVB, association avec un
photosensibilisant comme le psoraléne...), a montré une efficacité mais certains effets
indésirables, comme le risque carcinogéne, sont possibles (Patrizi et al., 2015). Son utilisation

varie selon les centres.

Dans les formes plus séveres ou plus étendues, un traitement systémique peut étre
proposé. Les traitements historiques sont la ciclosporine (Zonneveld et al.,, 1996), qui a
l'autorisation de mise sur le marché (AMM) en France pour la DA sévére, et le méthotrexate
(Goujon et al., 2018), qui est utilisé hors AMM. Toutefois, des biothérapies arrivent dans le
champ thérapeutique depuis 2017. Le dupilumab, un anticorps monoclonal anti-récepteur
commun de I'lL-4 et de I'lL-13, a TAMM chez I'enfant de plus de 6 ans pour la DA sévére. |l a
pris une place majeure dans la prise en charge de la DA sévere de I'enfant et de I'adulte du
fait de son efficacité et de sa bonne tolérance (Ariéns et al., 2019; Beck et al., 2022; Blauvelt
et al., 2017; Deleuran et al., 2020; Guttman-Yassky et al., 2019b; Simpson et al., 2016).

_______________________________________________________________________________________

Les émollients restaurent la barriére cutanée tandis que les dermocorticoides traitent
l'inflammation cutanée. Ces deux traitements, associés a des soins cutanés adaptés et de
I'éducation thérapeutique des patients et de leur entourage, sont la base de la prise en
charge de la DA. Mais dans les formes les plus sévéres, des traitements ciblés doivent
permettre de traiter la DA. C’est tout particulierement Ia que la médecine personnalisée doit

trouver sa place.
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Chapitre 3. Dysbiose a Staphylococcus aureus dans la
dermatite atopique

Le phénomene de colonisation cutanée a S. aureus chez les patients atteints de DA est
décrit depuis longtemps (Laborie and Laborie, 1961; Leyden et al., 1974). On parlait souvent
alors d’infection ou de surinfection a S. aureus. Distinction est faite aujourd’hui entre
colonisation et infection (souvent impétiginisation de Iésions d’eczéma), méme si la réponse
immunitaire entre ces deux états peut se chevaucher : la colonisation cutanée a S. aureus ne
s’associe pas aux signes d’infection habituels, au premier rang desquels on trouve

I'écoulement mélicérique (Liu et al., 2005).

1. Description de la dysbiose cutanée a Staphylococcus aureus

1.1 Microbiote cutané chez les patients atteints de DA

Le microbiote cutané des patients atteints de DA se caractérise par une dysbiose?,
associant une altération de la diversité bactérienne cutanée et une prédominance inhabituelle
des staphylocoques, notamment S. aureus (Chng et al., 2016). Selon les études, la prévalence
de la colonisation cutanée a S. aureus chez les patients atteints de DA varie entre 60 et 100%
(Guzik et al., 2005; Higaki et al., 1999; Leyden et al., 1974; Park et al., 2013; Totté et al., 2016).
Cette dysbiose prédomine lors des poussées d’eczéma (Byrd et al., 2017; Chng et al., 2016;
Kong et al., 2012). Les autres espéces de staphylocoques sont aussi retrouvées en plus grand
nombre, notamment S. epidermidis (Byrd et al., 2017). Toutefois, ces espéces retrouvées sur
la peau des patients souffrant de DA ont une faculté réduite a produire des PAM, en
comparaison a celles retrouvées sur la peau normale, favorisant la dysbiose (Nakatsuiji et al.,
2017b). En revanche, les proportions des différents domaines microbiens (virus, champignons,
bactéries) sont respectées (Chng et al., 2016).

La dysbiose cutanée pourrait apparaitre avant méme [l'apparition clinique de la DA
(Kennedy et al., 2017; Meylan et al., 2017), et la colonisation cutanée a S. aureus a 'age de
2 mois pourrait étre un facteur prédictif d’apparition ultérieure d’'une DA (Meylan et al., 2017;
Nakamura et al., 2020). Elle est entretenue par un partage des souches de S. aureus dans
I'entourage familial des patients (Chia et al., 2022; Chiu et al., 2010).

26 Une dysbiose est un état de déséquilibre du microbiote commensal : altération de la diversité microbienne, disparition
d’'une espéce ou au contraire émergence d’une autre.
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1.2 Souches de Staphylococcus aureus dans la DA : quelle spécificité ?

Les études de génétique microbiologique n’'ont, pour I'heure, pas mis en évidence de
spécificité génotypique des souches de S. aureus colonisant la peau des patients atteints de
DA (Ogonowska et al.,, 2021). Les études les plus récentes portaient notamment sur
I'identification de complexes clonaux (CC)?” colonisant spécifiquement la peau DA. Alors que
chaque étude montrait des différences de CC entre les patients atteints de DA et les controles
(Clausen et al., 2017; Harkins et al., 2018a; Rojo et al., 2014; Yeung et al., 2011), la
comparaison entre les études ne permettait pas d’identifier des CC spécifiques de la DA. Par
exemple, dans certaines études, le CC45 était parmi le plus fréquemment retrouvé chez les
patients atteints de DA (Rojo et al., 2014; Yeung et al., 2011), alors que dans d’autres études,
il était retrouvé uniqguement chez les patients contréles (Harkins et al., 2018a). Ces différences
de résultats entre les études peuvent s’expliquer par des cohortes différentes : les CC
colonisant la peau peuvent varier avec le temps, le phénotype de la DA (Clausen et al., 2017)
ou encore I'endotype (Paternoster et al., 2015).

Pourtant, les patients ayant des DA sévéres ont une colonisation cutanée singuliére au
cours de leurs exacerbations, caractérisée par 'émergence d'un clone unique de S. aureus
(Byrd et al., 2017; Harkins et al., 2018a), suggérant des spécificités fonctionnelles. Certaines
caractéristiques fonctionnelles ont d’ailleurs été mise en évidence a travers les études
expérimentales. Ainsi, les souches isolées de patients atteints de DA sont davantage pro-
inflammatoires que les souches issues de la population générale, lorsqu’elles sont appliquées
sur une peau normale de souris (Byrd et al., 2017). Elles seraient également capables de
s’accumuler dans les lysosomes des kératinocytes et d’'induire la production d’IL-1a viale TLR-
9 (Moriwaki et al., 2019), ou encore d’activer les cellules de Langerhans pour induire une
réponse T différente de souches contrbles de S. aureus (lwamoto et al., 2017). Il a été proposé
que les souches de S. aureus colonisant la peau des patients atteints de DA pouvaient avoir
un métabolisme particulier, comme une propension a synthétiser le tryptophane (Fyhrquist et
al., 2019), mais ces données issues d’analyses génomiques sont contredites par des études
démontrant une réduction de la quantité de tryptophane dans la peau DA (Yu et al., 2019).
Ces données contradictoires refletent la diversité des données concernant le réle du
tryptophane dans la physiologie bactérienne. Certains auteurs ont ainsi proposé que le
tryptophane pouvait favoriser la tolérance immunitaire a S. aureus (Schmidt et al., 2012) quand

27 |es complexes clonaux sont déterminés par le séquencage de 7 génes de ménage bactériens. Chaque bactérie se voit
attribuer un type de séquence (ST pour sequence type) aprés comparaison a une base de données. Tous les ST comprenant au
moins 5 des 7 génes de ménage en commun sont regroupés dans un complexe clonal.
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d’autres montrent que le tryptophane pourrait avoir au contraire une action anti-bactérienne
(Bacalum et al., 2019; Paul et al., 2021).

Une autre hypothése est que les souches de S. aureus, et méme d’autres bactéries,
produisent un ensemble de toxines (sécrétome) caractéristique de la DA et associé a des DA
plus sévéres (Damour et al., 2021; Merriman et al., 2016; Moran et al., 2019). On constate
d’ailleurs que différents FV staphylococciques induisent des réponses adaptatives différentes,
de types 1, 2 ou 17 (Mrochen et al., 2021), et également que d’autres espéces bactériennes,
dont S. epidermidis, sécrétent des FV capables d’'induire une inflammation cutanée (Cau et
al., 2020). Ce constat, cohérent avec le concept de continuum entre les états de commensalité
et de pathogénicité, souligne que, plus que S. aureus seul, c’est peut-étre des sécrétomes
particuliers qui pourraient aggraver la DA.

Une spécificité des souches de S. aureus colonisant la peau DA n’est donc pas a
exclure, mais il faut certainement chercher au-dela de la simple identification d’'une souche

ou d’'un complexe clonal particulier. |l faut probablement intégrer le phénotype et 'endotype

durée d’évolution de la maladie), ainsi que les toxines produites par S. aureus et d’autres
bactéries. Cela permettrait de définir de nouveaux endotypes prenant en compte la

i des patients atteints de DA (dont, entre autres, I'ethnie, la qualité de la barriére cutanée, la
i dysbiose cutanée. i

2. Colonisation a Staphylococcus aureus : conséguence de la DA ? cause
des poussées de DA ?

2.1 Mécanismes favorisant la colonisation cutanée a Staphylococcus aureus
chez les patients atteinis de DA

Les caractéristiques physiopathologiques de la DA (I'altération de la barriere cutanée et
l'inflammation prédominante de type 2) favorisent la colonisation a S. aureus de la peau DA.
Ces caractéristiques favorisantes sont explicitées dans la revue The role of skin dysbiosis in
atopic dermatitis, dont le lecteur trouvera une reproduction en fin de chapitre. Elles sont aussi

schématisées dans la Figure 20.
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Figure 20. Principaux mécanismes décrits comme responsables de la colonisation cutanée a S. aureus
dans la DA. FLG : filaggrine ; MNF : facteurs hydratants naturels ; PAM : peptides antimicrobiens.

Brievement, dans la peau de DA, la perméabilité de la barriere cutanée (Wanke et al.,
2013), 'augmentation du pH cutané (Tauber et al., 2016), la diminution de production de FLG
(Howell et al., 2009; Kezic et al., 2011), 'augmentation de production de fibronectine (Cho et
al.,, 2001; Clarke et al., 2007; Foster et al., 2014) et la modification de conformation des
cornéocytes qui arborent des spicules a leur surface (Riethmuller et al., 2015) favorisent
ladhésion et la prolifération de S. aureus. L'IL-4 et I'lL-13 favorisent ces modifications et
inhibent la production de PAM par les kératinocytes (Kim and Leung, 2018) ; le blocage de la
voie IL-4/IL-13 par le dupilumab, un anticorps monoclonal anti-IL-4/13 récepteur, chez les
patients atteints de DA, restaure dailleurs la diversité du microbiote cutané et réduit la
colonisation a S. aureus (Callewaert et al., 2020). Par ailleurs, la grande majorité des souches
de S. aureus isolées de patients atteints de DA produisent des protéases, qui favorisent la
pénétration de la bactérie dans la peau (Nakatsu;ji et al., 2016). Certaines souches produisent
également une protéase, la staphopain B, capable de dégrader les PAM (Sonesson et al.,
2017). Probable conséquence parallele de la physiopathologie de la DA, les espéces
commensales retrouvées sur la peau de DA ont une faculté réduite a produire des PAM, en

comparaison a celles retrouvées sur la peau normale (Nakatsuiji et al., 2017b).

La peau de DA a également une répartition différente du TLR-2 (Panzer et al., 2014), un
acteur majeur de la protection vis-a-vis de S. aureus, au sein de son architecture, et dont
I'activation par certains ligands pourrait favoriser la chronicisation de la maladie (Kaesler et al.,

2014). Sa moindre expression a la surface des cellules de Langerhans dans la peau de DA
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semble induire une fonction tolérogene vis-a-vis de S. aureus des LT activés par ces cellules

dendritiques (lwamoto et al., 2018).

2.2 Evidences cliniqgues d’'une aqgravation de la DA par Staphylococcus
aureus

[l apparait donc que la colonisation cutanée a S. aureus est une conséquence de la DA.
Certaines données cliniques et expérimentales suggérent fortement qu’en retour, S. aureus

pourrait aggraver la DA.

La colonisation cutanée a S. aureus est corrélée a la sévérité clinique de la DA et a
'augmentation des marqueurs biologiques d’'inflammation (Byrd et al., 2017; Hong et al., 2011;
Simpson et al., 2018). Par ailleurs, la densité cutanée en S. aureus est corrélée a la sévérité
de la maladie (Guzik et al., 2005; Tauber et al., 2016). Les patients S. aureus* ont également
fréquemment une réponse humorale spécifique de toxines staphylococciques, IgG (Totté et
al., 2018) ou IgE (Bunikowski et al., 1999; Leung et al., 1993; Orfali et al., 2015; Reginald et
al., 2011a; Wit et al.,, 2018), corrélée a la sévérité de la DA. Ces données seules sont
cohérentes avec le fait que la colonisation a S. aureus est une conséquence de la DA : plus
les anomalies de la DA (altération de la barriére cutanée, inflammation) sont marquées, plus

le terrain est favorable a S. aureus.

Cependant, des données expérimentales ont renforcé I’hypothése d’'une aggravation de la
DA par S. aureus. En effet, des souris modifiées génétiquement ayant un eczéma spontané
(souris ADAM174599) ont également spontanément une dysbiose cutanée a S. aureus ; cette
dysbiose est responsable d’une inflammation cutanée Th2/17 (Kobayashi et al., 2015). Dans
des souris C57BL/6, I'exposition épicutanée sous occlusion, sur une peau rasée (donc sur une
peau abimée) de S. aureus induit une inflammation clinique (contrairement a S. epidermidis),
la sécrétion de TSLP et IL-4 par les kératinocytes (Patrick et al., 2021) et l'infiltration de LTh2
et Th17 (Liu et al., 2017; Nakatsuiji et al., 2016).

Par ailleurs, des données cliniques dans des cohortes pédiatriques ont rapporté que la
colonisation cutanée a S. aureus pouvait précéder I'apparition de symptéomes de DA (Meylan
et al., 2017; Nakamura et al., 2020), suggérant un réle de la bactérie et de la dysbiose
(Kennedy et al., 2017) dans l'induction de I'eczéma. L’étude de Byrd et al. rapporte que
'application épicutanée sur une peau normale, sans occlusion ni effraction de la peau, de
souches cliniques de S. aureus induit une inflammation cutanée avec l'infiltration de LTh17 et
2, renforgant cette hypothése. Les mécanismes bactériens et immunologiques impliqués ici

n’ont en revanche pas été explorés.
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2.3 Mécanismes d’aggravation de la DA par S. aureus

2.3.1 Description des modéles expérimentaux d’inflammation induite par S. aureus

Les modeles expérimentaux sont indispensables a I'étude des mécanismes par lesquels S.
aureus aggraverait la DA. Ces modéles incluent des modéles animaux, principalement murins,

et des modéles in vitro.

23.1.1 Modeéles animaux

Les modéles de colonisation cutanée a S. aureus dérivent des modeéles d’infection cutanée
a S. aureus (Figure 21). lls consistent en I'application de S. aureus sur la peau de souris
C57BL/6, BALB/c ou génétiquement délétées en une protéine (souris Flg’- ayant une mutation
null sur le géne FLG) ou une population cellulaire (souris Rag2” dépourvues de LT et B).
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Figure 21. Différents modeéles « d’infection cutanée » a S. aureus. En A, schéma de la peau montrant la
localisation de S. aureus en fonction des modéles. En B, photographies illustrant les lésions induites dans les
différents modéles. Les modéles de colonisation cutanée a S. aureus correspondent aux « infections épicutanées ».
Issue de (Youn et al., 2020)

Dans la littérature, les modeles de colonisation cutanée a S. aureus correspondent a
I'application épicutanée de S. aureus, que ce soit sous occlusion ou par badigeon ; que ce soit

sur une peau normale ou abimée. En réalité, la majorité des études sont réalisées sur des
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modéles d’application épicutanée sur une peau abimée (tape-strippée®, rasée et/ou dépilée,
sous occlusion ou sur une peau sensibilisée a un allergéne), ce qui modifie trés probablement
la biologie de la peau (Schunck et al., 2005; Yamamoto and Kiyosawa, 2012) et de la bactérie
(Fuchs et al., 2007; Masalha et al., 2001; Pallett et al., 2019). Par ailleurs, la majorité des
études utilisent la souche de S. aureus de laboratoire USA300, isolée initialement d’infections
cutanées et profondes, mais qui n'est pas retrouvée chez les patients atteints de DA. Or
I'application cutanée de la souche USA300 n’induit pas la méme inflammation que les souches
isolées de patients atteints de DA (Byrd et al., 2017). Lorsque I'on analyse les Iésions induites
par I'application d’'USA300 sous occlusion, la sévérité des Iésions font davantage évoquer une
impétiginisation qu’'un eczéma (Figure 21, B1 en haut a droite). Ce sont les limites majeures

de ces modéles in vivo.

2.3.1.2 Modéles in vitro

L’étude de I'inflammation induite par S. aureus profite également des techniques de cultures
cellulaires (kératinocytes, mastocytes, lymphocytes), permettant de mettre en contact des
cellules particuliéres et des bactéries ou des toxines. Il est également possible d’utiliser des
épidermes reconstruits ou des explants de peau, pour mimer la colonisation cutanée a S.
aureus. Les avantages de ces techniques sont : I'utilisation de cellules humaines ; la possibilité
d’étudier l'impact de S. aureus sur des cellules sélectionnées ; la plus grande facilité d’étude
des voies moléculaires impliquées. En contrepartie, il existe des inconvénients : I'in vitro ne
remplacera jamais I'in vivo, une cellule en culture ne se comportant pas de la méme maniére
que la méme cellule dans son environnement naturel ; de méme, les tissus sont formés d’'un
ensemble dynamique de cellules différentes, difficile a mimer in vitro, y compris dans les
modéles d’épidermes reconstruits. Ainsi, méme si les modéles in vitro apportent des
informations cruciales sur les mécanismes détaillés pouvant entrer en jeu dans la réponse

cutanée a S. aureus, la confirmation in vivo apparait encore indispensable.

2.3.2 Mécanismes par lesquels Staphylococcus aureus induit une inflammation
cutanée

Les mécanismes impliqués dans I'aggravation de la DA par S. aureus sont décrits dans la
revue The role of skin dysbiosis in atopic dermatitis, et les études majeures sur le sujet sont
rapportées dans les tableaux 3 et 4.

Les FV jouent les premiers réles dans ces mécanismes, en participant a I'altération de la

barriere cutanée et en induisant une inflammation, souvent mixte de type 17/2. Les FV

28 e tape-stripping a pour objectif d’induire une altération de la barriére cutanée en retirant les premiéres couches de
I'épiderme a l'aide de plusieurs applications-retraits d’adhésif sur la peau.
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impliqués dans ces mécanismes sont globalement les mémes que ceux impliqués dans les
infections cutanées a S. aureus (voir Chapitre 1, partie 3.4). A la lecture des messages
apportés par ces études, le lecteur se posera nécessairement la question fondamentale : ce
qui est observé dans ces études, est-ce une inflammation aggravant la DA et/ou protégeant
l'organisme de S. aureus ? En effet, certains mécanismes décrits s’inscrivent également dans
le processus de défense de I'hdte face aux pathogénes. Ces études doivent nécessairement
étre lues avec un regard critique, en comprenant la subtilité du vocabulaire et les biais

d’interprétation.

Les tableaux 3 et 4 proposent une liste non exhaustive des études expérimentales majeures
utilisant les modeles in vivo et in vitro de colonisation cutanée a S. aureus ou d’exposition
épicutanée a des FV staphylococciques. Cette liste illustre la multiplicité des mécanismes mis
en évidence et la diversité des méthodologies.
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Tableau 3. Etudes expérimentales in vivo rapportant des mécanismes d’inflammation de type DA induite par I’'application épicutanée Staphylococcus aureus.

Référence

Souches bactériennes ou
toxines utilisées

Modeéle animal utilisé

Modeéle d’application des bactéries
utilisé

Message

(Nakatsuji et
al., 2016)

Souche non-DA (ATCC 35556)

BALB/c et Flg” BALB/c

Application sur peau rasée, tape-strippée a
plusieurs reprise et sensibilisée a
I'ovalbumine, sous occlusion

Suspension 2.108 CFU/ml

Pénétration de S. aureus facilitée par I'altération
de barriere cutanée. Permise par la production
de protéases. Augmente la PIE. Induit IL-4, 13,
17A, 22 et TSLP et inhibe la cathélicidine.

(Hirasawa et

Protéase V8 synthétique

Skh:HR1 (souris

Application sur peau dépourvue de poils
naturellement.

Protéase V8 induit une augmentation de la PIE,
des anomalies de structure du stratum corneum.

Ou injection intradermique sur peau rasée.

Injection de 3.107 CFU.

al., 2010 dépourvues de poils ; . . s ]
) P poils) 5 ug de protéase, avec ou sans occlusion. L’occlusion majore I'action de la protéase.
Souches cliniques isolées de DA séveéres
Souches DA (AD04.E17, . . induisent inflammations plus importantes que les
(Byrd et al, | ADOB.E13, ADO3.A2, ADOTFI, | Lpoo Etalement avec un écouvillon autres souches.
2017) AD11.B1, AD11.E17, ADO07.B2, Suspension & 108 CFU/mI
HC.B1) et non-DA (USA300) P ' Infiltration de LT CD4+* produisant de I'lL-17A et
de I'lL-13.
Application une semaine sur peau rasée O-toxine™ capable d'induire la dégranulation des
(Nakamura Souches non-DA (USA300, taprt)a-stri 66 3 fois. SoUS occlupsion ’ | MC cutanés et ainsi d’induire une inflammation
etal, 2013) Newman...) et équivalents KO sur | C57BL/6 et BALB/c P PP ’ ) de type 2 (production d’IgE et IL-4). Mécanisme
v génes codant pour des toxines. Suspension & 10° CFU/m indépendant de la liaison IgE-antigéne ;
P ’ impliquant différents récepteurs non spécifiques.
Qggt@?gﬁn Sur peau rasée et depilee, sous Inflammation type 17 induite par la PSMa
. o IL-17A/22 produites par les LT CD4+ et yd;
9
(Liu et al Souches non-DA (USA300, BénLéBti/Cuemth souris | Suspension & 10° CFU/ml. associée a infiltration de neutrophiles.
2017) + | LAC4303...) et équivalents ﬁm diﬁges Sur fond
génétiquement modifiés C57BL/6 Exposition épicutanée : médiée par IL-36a.

Exposition intradermique : médiée par MyD88 et
IL-1B.

119




Application sur peau rasée et dépilée, sous
occlusion.

i BALB/c et  souris | Suspension a 10° CFU/ml. Exposition épicutanée : production par les
(Patrick et EX%Z%%SS )nonel?A é(tjiggzggé génétiquement kératinocytes d’'IL-4, 33 et TSLP, promouvant la
al., 2021) anéti ue'r.ﬁent modifiésq modifiées sur  fond production d’IgE. Mécanisme dépendant de I'IL-
geneliq C57BL/6 36.
Ou injection intradermique sur peau rasée.
Injection de 3.107 CFU.
Application sur peau rasée, tape-strippée 3
lf%\?élbu:an\?ﬁgtuellement sensibilisee  a SEB induit une inflammation cutanée de types 2
(FaBbender Entérotoxine staphylococcique B C57BL/6 et MyD88'- ﬁ: dJiZe e;relx,%%;elxgsn:i:]nglammat|on de type DA
etal,2017) | (SEB) 4 5 ug de SEB synthétique. P :
3 cycles d'applications espacés de 2 Production de cytokines dépendante de MyD88.
semaines.
SEB induit une inflammation cutanée, une
BALB/c, C3H/Hed Aoplication épicutanée sur peau nettovée a activation des LC et MC cutanés et I'expression
(Saloga et (souris déficientes en I':Igoolo in'zction intrac tgnée y de VCAM-1 et ICAM-1.
iy 1396) Toxine SEB TLR-4), SCID et nude uinj utanee.
" (déficientes en . Absence de Iymphocytes =  absence
lymphocytes) Entre 0,05 et 500 ng de SEB recombinante. d’inflammation. Mécanisme indépendant de
TLR-4.
_— - . - S. aureus induit inflammation cutanée, prurit,
NC/Tnd (altération Agghclgggg (4?'08%&183% quotidienne - sur augmentation de la PIE ; altération d’expression
(Al Kindi et | Surnageant de culture de souches | barriere cutanée et peau ° ' et dégradation de cornéodermosine et de
al., 2021) non-DA mflamme}non type DA Surnageant faible dose (107 CFU/ml) ou desmocoline-1.
spontanée), MSM/Ms forte dose (108 CFU/ml)
’ Traitement anti-IL-33 annihile I'inflammation.
Application de S. aureus Apsm induit faible
Aoplication épicutanée sur peau rasée et inflammation cutanée et faible infiltration
s C57BL/6 et souris | PP picutanee peau neutrophiles (alors que autres cellules sont
ouches non-DA (USA300) et P dépilée, tape-strippée 3 fois, sous . ,
(Syed et al., équivalents énétiquement génétiquement occlusion autant présentes qu'avec S. aureus WT).
2015) mqodifiés 9 a modifiées sur  fond )
C57BL/6 IL-18 n’affecte pas linfiltration de neutrophiles

Suspension a 108 CFU/ml.

mais son absence majore l'infiltration de LT et
macrophages.
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Application sur peau rasée, sous occlusion.

S. aureus induit inflammation cutanée clinique et
biologique (infiltration neutrophiles, production

al., 2019)

modifiés, et souche DA (AD38)

dépilée, sous occlusion.

Souches non-DA (USA300) et | CO7BL/6 et souris | o \oo0nsion 10° CFU/ML. IL-1a et IL-17A et F) impliquant MyD88, IL-1R, IL-
(Nakagawa équivalents génétiqguement genetiquement 36R et IL-17A et F, et des LTyd producteurs d’IL-
etal, 2017) modifiés modifiées sur fond 17A ’
C57BL/6 )
Ou injection intradermique de 108 CFU. PSMa principalement en cause.
Appli%elllt.io,n SﬁéBgeau tgpe-strippée et S. aureus majore linflammation de type DA
sensibilisee +acariens. (uniguement a forte dose), notamment
) )} . . . . linfiltration cellulaire, I'accumulation de MC,
(2}§)I1n21a)et al., (Sé)EX?e DA et entérotoxine A BALB/G Deux fois par semaine pendant 21 jours. production des cytokines IL-4, 13, 17A, 18 et
Suspension 10 ou 10" CFU/MI IFN-y. SEA induit une inflammation de type DA,
P induit la libération d’histamine et stimule la
Ou 5 ug de SEA. production d’'IL-4, 13, 31, 17A, 18, TNF-qa, IFN-y
Protéases de S. aureus augmentent la PIE et
aggrave l'inflammation induite par S. aureus.
(Nakamura gollji(\:/gcla:msnon-DA %L#zﬁ\sggr)neﬁ: BALB Application une semaine sur peau rasée, Ln;lﬁzwr?_zglgn induite par S. aureus dépendante
et al., 2021) mqodifiés 9 a tape-strippée 3 fois, sous occlusion. 9 )
Lipases de S. aureus favorisent la pénétration de
la bactérie dans les follicules pileux et participent
a l'inflammation induite par S. aureus.
PSMa et protéases de S. aureus induisent
inflammation cutanée et altération de la barriere
- Souches non-DA (USA300) et I ) . cutanée.
(Williams et équivalents génétiquement | BALB/c Application 48-72 heures sur peau rasée et

Co-application de S. hominis ou AIP isolé de S.
hominis restaure la barriere et réduit
inflammation.

Abréviations : voir sous le tableau 4. '5-toxine = PSMy. ¥ DNCB = hapténe utilisé pour induire une sensibilisation cutanée de type eczéma allergique de contact ou DA.
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Tableau 4. Etudes expérimentales in vitro rapportant des mécanismes d’inflammation de type DA induite par I'application épicutanée Staphylococcus aureus.

Référence Modeéle in vitro utilisé Message
Souches de S. aureus non-DA et S. aureus induit IL-33 et TSLP par KC, y compris souches délétées en Hla ou en FnBP ; via toxines sécrétées
(Al Kindi et | toxine Sbi sur KC rimaires DA ou (surnageant) ; indépendamment de TLR-2 ; en quantité similaire par KC DA ou contrbles. Toxines sécrétées induisent
al., 2021) contrdles et exglants cutanés diminution de I'expression de la cornéodesmosine.
humains Application de Sbi induit IL-33 et TSLP.
ClaBen et . . Protéine A se lie au récepteur | du TNFa (TNF RI), induisant I'activation des voies NF-kB et AP-1 et |la production d’IL-8 et
Protéine A sur KC humains
al., 2011) de Cox-2.

(Nakatsuji et

Souche de S. aureus non-DA sur
équivalent organotypique de peau

S. aureus pénétre profondément dans la peau, jusque dans le derme. La bactérie doit étre vivante.

al., 2016) humaine
(Lee et al, . . SEA induit I'expression de ligands de S. aureus (E-selectine et ICAM-1), et I'expression de MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10 et IL-
2013) Toxine SEA sur KC humains 18 par les kératinocytes.

(Kasraie et

Toxines SEB et Hla sur monocytes
et macrophages issus de PBMCs

SEB et Hla induisent surexpression d’IL-31RA sur monocytes et macrophages, et plus grande sensibilité a I'lL-31

primaires humains

al., 2010) humains (production IL-1pB, IL-6, IL-8 et IL-18). Pas de différence entre patients atteints de DA et patients contréles.
(Breuer et al Toxines SEB et Hla sur PBMCs, ou | Hla induit la nécrose et 'apoptose des PBMC de maniére dose-dépendante. Aux doses non létales pour les cellules, Hla
2005) ” | monocytes et LT CD4* issus de | induit prolifération des PBMC, notamment LT CD4*, et expression principalement d'IFNy, IL-2 et CXCL10. Production
PBMCs d’IFN-y induite par Hla par LTh1 > induite par SEB.
Hia induit mort cellulaire plus importante sur KC DA, notamment KC non différentiés ; phénoméne majoré en présence
(Brauweiler Hla sur KC primaires DA ou | d'IL-4 et IL-13 qui inhibent la différentiation des KC selon un mécanisme dépendant de STAT6 et inhibé en présence
et al., 2014) contrbles d'IFN-y. Céramides et acide sphingomyélinase* inhibent la fixation de Hla sur KC, IL-4 et 13 inhibent l'acide
sphingomyélinase des KC via STAT6.
(Brauweiler Hla sur KC primaires ou explants | Différentiation des KC protége de la toxicité d’'Hla. KC déficients en FLG plus sensibles a Hla, en lien avec production
etal., 2013) cutanés de souris Fig” ou BALB/c | moindre d’acide sphingomyélinase. Acide sphingomyélinase empéche la fixation de Hla sur KC.
Surnageants de souches de S.
(Syed et al., | aureus non-DA, WT et délétées | S. aureus (mais également bactéries commensales) induit sécrétion d’IL-183, IL-18 et LDH par les KC ; due a PSMa et &-
2015) pour PSM, ou PSM sur KC | toxine principalement. Sécrétion d’IL-18 indépendante de I'inflammasome.
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S. aureus non-DA, surnageants ou
PSM sur lignées de KC
transfectées avec génes de TLR-2,
TLR-1/2 et TLR-2/6 humains ou
PBMC humains

(Hanzelmann
et al., 2016)

Les PSM, notamment PSMa, stimule TLR-2 indirectement, en libérant des lipoprotéines bactériennes et lysant les cellules
humaines.

(Wiliams et | S. aureus non-DA sur KC | S. aureus stimule I'activité de certaines protéases produites par les KC. S. aureus dégrade la desmogléine-1 et la FLG
al., 2017b) primaires humains indirectement, en stimulant I'expression des protéases des KC

Abréviations communes tableaux 3 et 4.

DA : dermatite atopique ; DNCB : 2,4-dinitrochlorobenzene ; FnBP : fibronectin-binding protein ; Hla : hémolysine-a ; KC : kératinocyte ; LT : lymphocyte T ; MC : mastocyte ; PBMC : cellules
mononuclées du sang périphérique ; PSM : phenol-soluble moduline ; SEA et SEB : staphylococcal enterotoxin A et B ; Sbi : staphylococcal second immunoglobulin-binding protein

*Acide sphingomyélinase : clive la sphingomyéline en céramide.
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2.3.3 L’hypothése microbio-allergique : S. aureus agit comme un allergéne cutané.

Les tableaux 3 et 4 offrent une vue d’ensemble des mécanismes par lesquels S. aureus
pourrait aggraver la DA. Il s’agit, le plus souvent, de mécanismes impliquant I'immunité innée,
notamment la production de cytokines par les kératinocytes. En faisant le parallele avec les
eczémas de contact, au sein desquels on distingue les eczémas irritatifs de contact, ou
limmunité non spécifique est responsable de la maladie, et les eczémas allergiques de
contact, ou 'immunité spécifique, principalement les LTrm, sont en cause, on peut donc
considérer S. aureus a un effet irritatif sur la peau en induisant une inflammation innée.
Cependant, a la réponse innée a S. aureus s’ajoute une réponse adaptative, volontiers de type
17 et médiée par les LT CD4* et/ou les LT yd, dont le réle dans les exacerbations de DA n’est
pas évident. En faisant un parallele avec la physiopathologie de la DA, et le réle connu des LT
dans la réponse immunitaire a S. aureus, il est couramment accepté, par exces, que la

présence des LT indique qu’ils ont un role dans I'aggravation de I'eczéma de la DA.

Une hypothese complémentaire est donc I'hypothése microbio-allergique : S. aureus agirait
également comme un allergéne cutané, responsable de réactions d’hypersensibilité
spécifique, aboutissant a l'activation d’effecteurs de 'immunité adaptative (Ig ou LT). Cette
hypothese est née du constat que les patients atteints de DA et colonisés a S. aureus peuvent
avoir une sensibilisation IgE a des FV staphylococciques (Nordengrin et al., 2018) ; cette
sensibilisation IgE est corrélée a la sévérité de la maladie. Parmi les FV capables d’induire
une réponse IgE, les superantigenes?® SEA, SEB et TSST-1 sont les plus fréquemment décrits
(Bunikowski et al., 1999; Leung et al., 1993; Orfali et al., 2015; Wit et al., 2018) ; ils sont aussi
capables d'induire la dégranulation des basophiles circulants, uniquement chez les patients
atteints de DA ayant une sensibilisation IgE vis-a-vis de ces toxines, suggérant une
authentique réaction spécifique IgE-médiée (Leung et al., 1993; Wehner and Neuber, 2001).
Les superantigénes peuvent également induire une réponse T sans nécessité d’'une
présentation antigénique conventionnelle ; ils activent ainsi un pool plus important de LT, mais
cette hyperactivation méne une anergie lymphocytaire permettant a S. aureus de contourner

la réponse immunitaire (Fraser and Proft, 2008; Skov et al., 2000).

D’autres FV n’ayant pas de propriété superantigene peuvent induire une immunisation IgE
(Reginald et al., 2011b) et parmi eux, la FnBP (Reginald et al., 2011a) induit également une
réponse Th2/Th17 dans le sang des patients atteints de DA, suite a une présentation

29 Les superantigénes sont des antigénes qui forcent I'interaction entre une cellule présentatrice de I'antigéne et un LT en se
liant d’'une part au CMH-II et d’autre part a la chaine B du domaine variable du TCR. Cette activation non conventionnelle induit
une stimulation polyclonale des LT et un relargage massif de cytokines pro-inflammatoires.
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antigénique classique (Farag et al., 2022). Cela renforce I'’hypothése d’'un possible mécanisme

allergique. Toutefois, les arguments actuels restent indirects.

En effet, les IgE n'ont pas montré de réle majeur dans la physiopathologie de la DA, mais
suggerent des réponses Th2 spécifiques de S. aureus sous-jacentes pouvant intervenir dans
un mécanisme allergique ; d’autre part, les hypersensibilités cutanées médiées par les LT sont
le fait de lymphocytes cutanés et non circulants, notamment des LTrm, comme démontré dans
les modeles d’eczéma allergique de contact (Gamradt et al., 2019; Vocanson et al., 2009). La
figure 21 illustre 'hypothése allergique, en se basant sur les mécanismes d’hypersensibilité

cutanée de contact.

_______________________________________________________________________________________

L’hypothése allergique est intéressante, mais les arguments en faveur d’un réle de
S. aureus dans la DA sont indirects. La confirmer apporterait des informations sur la
physiopathologie de la DA ainsi qu’une nouvelle vision du réle de la réponse immunitaire a

S. aureus.

_______________________________________________________________________________________

3. Revue The role of skin dysbiosis in atopic dermatitis

Dans la revue The role of skin dysbiosis in atopic dermatitis, acceptée pour publication dans
le journal European Journal of Dermatology, nous tentons de donner une vue globale de
I'interaction entre la dysbiose cutanée et la DA. Nous abordons également la question du

ciblage de la dysbiose cutanée pour le traitement de la DA.
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Figure 22. Schématisation de I’hypothése allergique dans I’exacerbation de DA induite par S. aureus. La peau des patients atteints de DA est exposée a S. aureus et ses
facteurs de virulence. A leur contact, les kératinocytes sont activés et entrainent 'immunité innée dans un processus pro-inflammatoire. En paralléle, les cellules dendritiques
présentent les antigénes staphylococciques aux lymphocytes B naifs, qui vont produire des IgG et des IgE spécifiques d’antigénes staphylococciques, et aux lymphocytes T
CD4+ et CD8* qui vont infiltrer la peau, produire des cytokines de types 2 et 17 et amplifier I'inflammation. Aprés résolution de I'exacerbation, certains lymphocytes T persistent
sous la forme de lymphocytes T résidents mémoires (LTrm). Lors d’une réexposition a S. aureus, ceux-ci se réactivent de maniére plus rapide et intensive, amplifiant rapidement
l'inflammation.
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The role of skin dysbiosis in atopic dermatitis

The cutaneous microbiota contributes to skin barrier function, ensuring
effective protection against pathogens and contributing to the mainte-
nance of epidermal integrity. Dysbiosis is frequently present in atopic
dermatitis (AD). a chronic inflammatory disease associated with skin
barrier defects. Dysbiosis is associated with reduced bacterial diversity
and marked Staphylococcus aureus colonization, which is favoured in
the case of certain local AD-specific properties such as reduced skin
acidity, eased bacterial adhesion and decreased antimicrobial peptide
production. Furthermore, S. aureus-associated skin dysbiosis, via the
production of staphylococcal virulence factors, may also participate
in the immunopathology of AD by altering the epidermal barrier and
inducing an inflammatory response. However, there are currently no
arguments for recommending screening for, and treatment of S. aureus-
associated dysbiosis outside the setting of cutaneous superinfection.
Nonetheless, modulation of the skin microbiota may hold promise for
AD management. Here, we describe the relationships that exist between
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the skin microbiota and AD.
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he microbiome living in the skin is composed of
bacteria, viruses, fungi, archaea and skin mites.
During homeostasis, human skin contains anyw-
here between 10° to 10! microbes at densities ranging from

10%/cm? (fingertips, back) to 10%/cm? (forehead, axillae)
[1]. Beyond differences in density, the diversity and com-
position of the microbiota also vary across various skin
sites, due to its different physical, chemical and biologi-
cal characteristics. For example, sebum-rich zones (e.g.
glabella) are colonized mainly by Propionibacteria and
Staphylococci, humid zones (e.g. antecubital fossae) by
Corvnebacteria, and dry zones (e.g. the volar forearm) by a
more diverse population including predominately Froteo-
bacteria and Flavobacteriales [ 1]. The skin microbiota also
varies from person to person depending on gender, genetics,
the use of cosmetics, personal hygiene practices, physical
activity and geographic location.

Bacteria are both the most abundant and the must stu-
died members of the skin microbiota population. Recent
advances in sequencing technology have considerably
increased current knowledge of microbes. In particular, tar-
geted sequencing of the highly conserved 16S RNA gene
(encoding 16S ribosomal RNA) enables taxonomic diffe-
rentiation of bacterial populations, and high throughput or
shotgun metagenomic sequencing is used to analyse bacte-
rial genomes, leading to an accumulation of information on
the functional capacities of bacteria [2]. In regard to this,
sample collection based on this technology can be perfor-
med non-invasively (tape test, swabbing, efc.), which aides
skin microbiota assessment during the course of the disease.
In the present update, we describe the microbiota’s primor-
dial role in skin immunity, illustrate the links between skin
microbiota and atopic dermatitis (AD), and finally discuss

EJD 2022 (epub ahead of print}

Key words: cutaneous microbiota, skin barrier, dysbiosis, atopic der-
matitis, Staphylococcus aureus

perspectives for therapies targeting the skin microbiota of
patients with AD.

The dynamics between skin microbiota
and immunity

Historically considered as an unwanted invader, the micro-
biota of the skin is now seen as a functional partner. For
example, commensal bacteria participate in the barrier func-
tion of the skin, protecting the host from its pathogenic
counterparts [3]. The maintenance of skin acidity. the secre-
tion of antimicrobial substances, and interactions with the
skin immune system have been identified as protective
mechanisms by which commensal bacteria are able to inter-
act synergistically with the skin.

Maintenance of skin acidity

The acidic nature of the skin (pH==5) is necessary for the
selective permeability of the stratum corneum and the cohe-
sion of its corneocytes [4]. It also favours the colonization
of commensal bacteria and limits growth of potentially
pathogenic bacteria such as Staphylococcus aureus [5].
Therefore, acidity is an essential factor for cutaneous
homeostasis, and numerous mechanisms have been des-
cribed for its functions [6]. Several commensal facultative
anaerobes, such as Cutibacterium acnes, ferment glycerol
in sebum to liberate short-chain fatty acids [7]. The pro-
duction of free fatty acids by phospholipase hydrolysis in
the stratum corneum is a major contributor to the skin’s
acidity [6].

— |

print} doi: 10.1684/ejd 2022 4289

To cite this article: Braun C, Patra V, Lina G, Nicoelas JF, Vocanson M, Nosbaum A. The role of skin dysbiosis in atopic dermatitis. Eur J Dermatol 2022 (epub ahead of

129



Secretion of antimicrobials

The commensal and frequently detected coagulase-negative
staphylococci (CoNS), Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus  lugdunensis and Staphyvlococcus hominis,
secrete antimicrobial peptides themselves, including
phenol-soluble modulins (PSMs) that selectively inhibit the
growth of certain skin pathogens such as S. aureus and
Group A Streptococcus [B-10]. Additionally, S. epidermi-
dis can thwart S. aureus biofilms. Biofilms are polymeric
matrices englobing a mass of bacteria. They ensure the
survival of the bacteria in a hostile environment and pro-
vide protection from the immune system [11]. Biofilms thus
confer increased pathogenicity for bacteria. This is the case
for 5. aureus, a species found in AD lesions [12]. In heal-
thy subjects, S. epidermidis secretes a serine protease that
inhibits the production of biofilm by §. aureus and lyses
existing biofilms [13].

Interactions with the skin immune system

The commensal bacteria of the skin play a role in the regu-
lation of both innate and adaptive skin immunity. Some
8. epidermidis strains influence innate immunity via toll-
like receptors (TLRs) and can thus stimulate keratinocytes
to produce antimicrobial peptides. For example, they can
increase human pB-defensin expression through a mecha-
nism involving TLR-2 [14]. Also, lipoteichoic acid of
certain strains inhibits the production of proinflammatory
cytokines by keratinocytes through a mechanism involving
TLR-3 [15]. 8. epidermidis also interacts with adaptive
immunity. A study performed in a neonatal murine model
showed that S. epidermidis favours an influx of regulatory
T cells [16], which are indispensable for tolerance to other
bacterial strains that may colonize the skin. In adult mice,
this favours the migration of af* T cells (which produce
interferon-v ((IFNv] and interleukin-17A ((IL-17A] indi-
rectly), and & T cells (which also produce IL-17A), both
involved in parasite resistance [17].

Finally. §. epidermidis participates in skin healing by recrui-
ting commensal-specific CD8+ T cells, producing IL-17A
or IFNv, and promoting keratinocyte proliferation and cuta-
neous reepithelialization [18].

The skin microbiota thus interacts with the immune system
and plays a role in skin homeostasis. Dysbiosis of the skin
microbiota is associated with certain pathologies, including
AD.

Atopic dermatitis and S. aureus
dysbiosis of the skin

Atopic dermatitis: general information

Atopic dermatitis (AD) is a chronic, inlammatory skin
disease, characterized clinically by recurrent eczema. It is
associated with skin barrier defects (which permit the pene-
tration of environmental molecules, e.g.. dust mite proteins,
pollen, xenobiotics, pollutants) and type 2 inflammation
(Th2 lymphocytes, Group 2 innate lymphoid cells ((ILC2],
production of IL-4, 5 and 13) [19].

In patients with AD, skin dysbiosis frequently occurs and
worsens during flare-ups. It involves a decrease in bacterial
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diversity which is favourable to staphylococcal coloniza-
tion (particularly S. aureus) and detrimental to streptococci,
Corynebacterium and Propionibacterium [20]. Effective
treatment comprising emollients and topical corticosteroids
does restore bacterial diversity [21]. Interestingly, systemic
treatment with biologics such as dupilumab is also known
to reduce disease severity and improve microbial diversity
in the skin [22].

During AD, the cutaneous density of commensal bacte-
ria -and thus their anti-S. aureus function- is reduced [10].
In the literature, S. aureus colonization is present in 70-
100% of acute [23-27] and about 40% of chronic AD
lesions [25]. There is also an epidemiological associa-
tion between AD and S. aureus-favourable dysbiosis: first,
patients who show 5. aurens colonization have higher seve-
rity scores and more inflammation markers than those who
do not [27]. and second, in colonized patients, the cuta-
neous burden of S. aureus correlates with AD severity
[24, 28]. Interestingly, severe eczema lesions have been
shown to be associated with monoclonal §. aureus coloniza-
tion [20]. Considering these observations, 5. aureus appears
to be the principal pathogen involved in AD-associated skin
dysbiosis.

Factors favouring S. aureus colonization in AD

There are several aspects underlying the high susceptibility
of AD patients to S. aureus colonization.

The pH of AD-prone skin is higher (less acid) than that of
healthy skin and thus less hostile to 5. aureus proliferation
[28]. This aspect is likely due to the reduced amount of free
fatty acids produced by AD skin. Furthermore, the degra-
dation products of filaggrin (urocanic acid and pyrrolidone
carboxylic acid) participate in the normalization of skin pH.
In AD, loss-of-function mutations in the filaggrin gene or
the inhibition of its expression (by IL-4 and IL-13) is asso-
ciated with reduced amounts of those degradation products
available to the skin [29, 30].

S. aureus also adheres more effectively to the skin of AD
patients (including unaffected skin) than that of healthy
people. The stratum corneum of people with AD is rich
in ligands recognized by S. aureus, particularly fibronectin,
which is recognized by fibronectin-binding proteins (FnBP)
A and B, present on the bacterial surface [31-33]. Additio-
nally, corneocytes of AD patients may present an increase
in villi, which further favours S. aureus adhesion [34].
Finally, AD-prone skin has fewer antimicrobial peptides
than normal skin, which allows for the growth of pathoge-
nic bacteria such as 5. aureus Type 2 (IL-4 and IL-13), and
other (IL-17 and IL-22) cytokines inhibit the production of
antimicrobials by keratinocytes, which furthermore raises
skin pH, both aspects being advantageous for colonization
by 8. aureus [35]. The latter also leads to the production of
proteases that inhibit the production of antimicrobial pep-
tides by keratinocytes [36]. Moreover, in such type of skin,
extracellular DNA appears to form complexes with skin
antimicrobial peptides. limiting their ability to fight against
S. aureus [37]. Nonetheless, it remains unclear whether 5.
aureus should be considered as a commensal in AD skin,
simply taking advantage of an environment that is favou-
rable for colonization, or whether it actively participates in
the immunopathology of the disease.

EJD 2022 {epub ahead of print)
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Role of 5. aureus in the immunopathology
of AD

The idea wherein S. aureus is a causal factor for AD
flare-ups arising from clinical correlations lacks formal
demonstration. Two aspects do, however, lend it credence:
first, S. aurews can alter the skin barrier, and second, it can
induce a skin immune response that may participate in the
inflammatory characteristic of AD. These aspects may be
associated with a quorum-sensing-dependent production of
virulence factors by 8. aurens. Quorum sensing is a bacterial
autoinduction system for the self-regulation of prolifera-
tion, toxin production and other processes. Quorum sensing
is widespread in bacteria, but differs in specificity according
to the species and even the strain.

Skin barrier alteration by S. aureus.

S. aureus contributes to the alteration of barrier function of
skin it has colonized. Indeed, AD patients with S. aureus
colonization show more severe barrier defects compared to
those without [27]. The mechanisms underlying S. aureus-
driven barrier defects have been studied mostly in mice
and generally involve direct action against the skin. Pro-
teases secreted by S. aureus act directly on the epidermal
tissue [38]. Deletion of the genes encoding these proteases
reduces S. qureus’s ability to penetrate the skin, as does
inhibition of its quorum sensing (e.g.. by other bacteria)
[38. 39]. 5. aureus’s PSMs also cause direct damage to
keratinocytes [38, 40], and its production of lipoteichoic
acid leads to alterations in keratinocyte differentiation, with
reductions in such markers as keratins 1 and 10 and desmo-
collin 1 [35]. Furthermore, type-2 cytokines, which favour
S. aureus colonization, also inhibit the synthesis of filag-
grin, loricrin and keratins 1 and 10, and thus participate in
a pathological vicious circle that leads to barrier defects
in AD patients [35]. Of note also, AD patients with 5.
aureus colonization are more likely to be sensitized to
environmental proteins (based on multiallergen IgE assay
results), which indirectly suggests greater skin permeabi-
lity compared to AD patients without S. aureus colonization
[41].

The role of immunity against S. aureus in AD
inflammation

In addition to its role in barrier defects, S. aureus coloni-
zation also provokes an immune response, both in murine
AD models and in AD patients. The application of §. aureus
isolated from AD skin to mice with functional skin barriers
is associated with the production of IL-13 and IL-17 [20],
and its application to mice with disrupted skin barriers is
associated with the production of IL-4, IL-13. IL-22, and
thymic stromal lymphopoietin (TSLF) in the skin and an
increase in total IgE in blood [39. 42]. The mechanisms
in this setting are beginning to be elucidated and may
involve staphylococcal virulence factors known to play a
role in 8. aurens pathogenicity. These virulence factors may
be expressed on the surface of the bacteria (e.g., FnBP),
where they contribute to bacterial adhesion, or secreted in
the surrounding tissue to induce lesions and ease bacte-
rial proliferation (e.g.. proteases). Some virulence factors
produced by S. aureus interact with the immune system.

EID 2022 (epub ahead of print}

In experimental models, &-toxin has been shown to induce
the degranulation of skin mast cells and the development
of atopic inflammation [42]. In mouse models, the topi-
cal application of S. aureus staphylococcal enterotoxins
A (SEA) and B (SEB). which are known superantigens,
has been shown to provoke cutaneous infiltration of mast
cells and eosinophils and cutaneous production of IL-4, IL-
5. IFNvy and IL-17 by T lymphocytes and ILCs [41]. In
humans, S. aureus superantigens also cause type-2 immune
responses. The application of SEB to atopic skin induces
the infiltration of T lymphocytes expressing 3-12 and B-17
chains which specifically interact with it [43]. In a meta-
analysis, 33% of 2,369 AD patients showed anti-SEA IgE
and 35% of them anti-SEB IgE. The prevalence of these
specific antibodies was significantly higher in AD patients
compared to healthy controls [44]. The presence of anti-
SEA IgE. anti-SEB IgE and anti-FnBF IgE all correlated
with AD severity [45-47]. More generally, AD patients with
greater S. qureus abundance have higher concentrations of
serum type 2 inflammation markers (CCL17. periostin and
CCL26) compared to AD patients with lower abundance of
8. aureus [41].

An immune response to 5. aureus colonization is logi-
cally expected. What is less expected, however, is that the
immune response can polarize towards type 2 inflammation
instead of type 17 inflammation, for example. It remains
unknown whether this immune response contributes to skin
inflammation (initiation of AD flare-up, symptom aggrava-
tion, efc.) in AD patients.

Bacterial management in atopic
dermatitis

Treatment of bacterial superinfection in AD
lesions

Superinfection due to S. aureus is the only situation
necessitating anti-bacterials in AD. It may be diagnosed
clinically based on association with lesion exacerbation
and discharge or meliceric crusting. Topical antiseptics and
antibiotics are sufficient for localized infections. Syste-
mic antibiotics are indicated only for severe or widespread
infections after bacteriological culture [48]. Such therapy.
targeting both pathogenic and commensal bacteria and
inducing a kind of dysbiosis, is not a treatment for AD
itself.

Ineffectiveness of antimicrobials in AD
management

Although the role of 5. aureus in the pathophysiology of
atopic eczema remains unclear, antiseptic agents continue
to figure in AD treatment guidelines [49]. This state of
affairs should, however, be reconsidered in the light of
recent studies. For example, the authors of a five-study
meta-analysis performed in 2017 assessed 0.005% bleach
baths compared to normal water baths for the treatment
of AD, and found no differences in effectiveness bet-
ween them in terms of severity scores at four weeks of
treatment. They concluded that any beneficial effect was

— 3
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more likely attributable quite simply to the water [50].
Indeed. baths with bleach diluted at that level appear to
have no effect on S. aureus [51]. Furthermore, a systema-
tic review found that antibiotic strategies (oral or topical)
provided no benefit in clinically uninfected eczema, des-
pite the observation that they did reduce S. aureus burden
in that setting [52]. Considering that 5. aureus rapidly
recolonizes lesions, long-term antibiotics might improve
effectiveness, but the deployment of such a strategy would
have to be weighed against the risk of antimicrobial resis-
tance.

Thus, AD therapy. emollients and topical corticosteroids.
as of the time of writing this review, remain the most effec-
tive treatments for dysbiosis. Topical corticosteroids can
reduce bacterial density -especially of 5. aureus- on the
skin [53, 54] and this does not appear to be increased by
bleach baths [53] or phototherapy [54, 55]. The application
of emollients has been shown to decrease S. aureus pene-
tration in filaggrin-deficient mice [39]. However, whether
these treatments modify S. aureus colonization in the long
term cannot be assessed currently.

Modulating S. aureus dysbiosis to treat AD

There are currently a number of studies underway, most in
the preclinical modelling stage, to explore therapies specifi-
cally targeting 5. aureus virulence factors, as these may play
a role in the immunopathology of AD (see above). These
studies are investigating a number of approaches, including
vaccines, antibodies against staphylococcal toxins (e.g..
alpha toxin) [56] or the ability of certain commensal bac-
teria (e.g.., CoNS) to inhibit S. aureus quorum sensing
[38, 57].

The application of non-pathogenic living bacteria (pro-
biotics) or their derivatives on AD skin is also garnering
an increasing amount of attention. For example, topical
application of a Vifreoscilla filiformis lysate has shown effi-
cacy as AD treatment. including a reduction in 5. aureus
colonization and improvement of barrier function [58].
Staphefekt SA.100, a bacteriophage endolysin, is also cur-
rently being evaluated as a topical treatment for AD [59].
Furthermore, a recent Phase /1 study evaluated the efficacy
and tolerability of a commensal biotherapeutic approach
involving the transplantation of Roseomonas mucosa har-
vested from healthy volunteers to adults and children with
AD. The authors of this study reported improved severity
scores, reduced use of topical corticosteroids, and redu-
ced S. aureus burden [60]. Another team showed that a
similar transplantation tactic using CoNS was efficacious
on AD lesions [10]. A different approach consisting of
bacteriotherapy with autologous CoNS and a randomi-
zed double-blind clinical trial showed interesting results
[537].

These therapeutic approaches hold great promise for AD
management when combined with currently irreplaceable
traditional treatments, fe., emollients and topical cor-
ticosteroids. Conversely, another study showed that the
application of a CoNS (i.e. 8. hominis A9) did not modify
the severity of eczema lesions, However, efficacy was appa-
rent in certain subgroups, suggesting that bacteriotherapy
could be of interest in a targeted way, towards personalized
medicine [61].

T —

Conclusion

The dysbiosis of AD worsens during flare-ups, associated
with a reduction in diversity of commensal bacteria and a
marked increase in S. aureus colonization. However, the
specific role of S. aureus in the immunopathology of AD,
involving innate and adaptive inflammatory responses and
numerous bacterial mechanisms including virulence fac-
tors, remains largely less understood. Novel therapeutic
perspectives to improve disease severity and long-lasting
efficacy of treatment may, in part, be related to targeting
microbial dysbiosis in AD.
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Conclusion de la recherche bibliographique et questions
soulevées

Le systéme immunitaire cutané participe a I’homéostasie cutanée grace, notamment, a son
interaction continue avec le microbiote cutané commensal (Nakamizo et al., 2015). Il protege
également I'organisme contre les infections a S. aureus, grace notamment aux PNN, aux
macrophages et a I'immunité de type 17 (LTh17 et LTyd)(Liu et al., 2018). C6té bactérie, il
existerait un continuum entre le comportement commensal et le comportement pathogéene,
avec des bactéries ayant spontanément une propension a se comporter d’'une maniére plutét
gu’une autre (Chen et al., 2018b). C’est le cas de S. aureus, qui exprime des FV lui permettant
d’adhérer et pénétrer dans I'épiderme. Il sécréte des toxines induisant des lésions du tissu
cutané et cible les cellules de I'immunité pour échapper a la réponse immunitaire (Lacey et al.,
2016).

Alinverse, le systéme immunitaire est en cause dans des maladies inflammatoires comme
la DA, une maladie complexe médiée principalement par les LTh2, mais a laquelle participent
'immunité innée et d’autres populations de lymphocytes (Langan et al., 2020). Les facteurs
initiant les symptémes, tout comme ceux aggravant la maladie, sont aujourd’hui partiellement
décrits. Leur identification est pourtant majeure pour déterminer les endotypes/phénotypes
des patients atteints de DA, afin d’établir leur trajectoire dans la maladie atopique et leur offrir

des stratégies thérapeutiques personnalisées (Kim and Ahn, 2022).

La colonisation cutanée a S. aureus est un phénomeéne fréquent chez les patients atteints
de DA (Clausen et al., 2017; Guzik et al., 2005) et est distincte de I'impétiginisation, la forme
la moins sévére de surinfection bactérienne, qui associe un écoulement mélicérique voire
purulent. Cette bactérie, souvent associée a des infections cutanées ou profondes, aggrave la
DA selon des mécanismes impliquant ses FV (Seiti Yamada Yoshikawa et al., 2019). Jusque-
la, la plupart des études visant a mieux comprendre le rOle de S. aureus dans le
développement des lésions de DA ont porté sur les mécanismes par lesquels la bactérie
pouvait aggraver la DA, grace a des modéles d’application sur une peau déja abimée (tape-
stripping, co-application d’'allergénes ou application de S. aureus sous occlusion)(FaBbender
et al., 2017; Hirasawa et al., 2010; Kim et al., 2014a; Liu et al., 2017; Nakagawa et al., 2017;
Nakamura et al., 2013; Patrick et al., 2021; Syed et al., 2015; Williams et al., 2019).

Or des études observationnelles suggérent que S. aureus pourrait coloniser la peau des
(futurs) patients atteints de DA, avant méme I'apparition des symptémes de la maladie (Meylan
et al.,, 2017; Nakamura et al., 2020). Par ailleurs, chez des souris C57BL/6, I'application

épicutanée sur peau intacte (en 'absence d’altération de I'épiderme par des tape-stripping,
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co-application d’allergénes ou occlusion) de souches cliniques de S. aureus isolées de
patients atteints de DA induit une inflammation cutanée de type DA, avec l'infiltration de LT de
types 2 et 17 (Byrd et al., 2017). Cependant, les mécanismes par lesquels S. aureus pourrait
initier les lésions de DA ne sont pas connus, de méme que le réle des LT dans ce phénomeéne.

Les questions posées sont donc les suivantes :

- Quels mécanismes sont impliqués dans l'initiation de l'inflammation cutanée de type
DA induite par S. aureus ?

- S. aureus est-il un allergéne cutané, capable d’amplifier I'inflammation de DA via une
activation de LTrm cutanés, ou a-t-il un effet irritatif uniquement, aggravant
linflammation de DA induit par dautres facteurs comme les allergénes

environnementaux ?

L’objectif de ce travail de thése était donc de caractériser la réponse immunitaire dans un
modele murin d’exposition épicutanée sur une peau intacte (i.e. non inflammée et a fonction
barriére préservée) de souches cliniques de S. aureus isolées de patients atteints de DA de,
afin de déterminer (i) le réle respectif de I'immunité innée et de 'immunité adaptative dans
I'inflammation induite par S. aureus et (ii) la capacité de S. aureus a induire des LTrm
responsables de réactions d’hypersensibilité cutanée lors d’une réexposition a la bactérie
(article Intact skin colonization by Staphylococcus aureus clinical strains induces an atopic
dermatitis-like innate inflammation with the generation of non-pathogenic resident memory T
cells, Braun et al., manuscrit en préparation). Nous avons également cherché a évaluer si le
microenvironnement cutané (inflammation sous-jacente, altération de la fonction barriere de
la peau) lors d’'une primo-exposition a S. aureus pouvait modifier la réponse mémoire a
distance de la primo-exposition, afin de mimer des conditions cutanées

pathologiques (données complémentaires).
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Abstract

Background. The contribution of Staphylococcus aureus (S. aureus) to the exacerbation of
atopic dermatitis (AD) is widely documented, but its role as the primary trigger of cutaneous
symptoms of AD remains poorly explored.

Objective. To reappraise the main bacteria factors and underlying immune mechanisms by
which S. aureus triggers AD-like inflammation in mice.

Methods. We capitalized on a model of AD-like inflammation induced by repeated
epicutaneous applications of different clinical S. aureus isolates to the intact skin of C57BL/6

animals.

Results. The development of skin inflammation depended on the nature of the S. aureus
strain, its viability, the concentration of the applied bacteria suspension, the production of
secreted and non-secreted factors, as well as the activation of accessory gene regulatory
quorum-sensing system. In addition, the dermatitis displayed the well-documented AD
cytokine signature and was significantly inhibited in inflammasome adaptor protein ASC- and
monocyte/macrophage-deficient animals, but not in T- and B-cell-deficient mice, suggesting a
major role for innate immunity in this reaction. Of note, the bacteria exposure in this setting
generated a robust antibody and T-cell memory response against S. aureus toxins and
adhesion factors, as well as an accumulation of resident memory T (Trm, mostly IL-17*GM-
CSF* CD4* Trm and yd Trm) cells, at the site of previous dermatitis. However, the latter failed
to induce an AD flare-up upon new bacteria exposures.

Conclusion. These data thus highlight the induction of unique AD-like innate inflammation,
with the generation of non-pathogenic Trm cells in a context of exposure of intact skin to
pathogenic S. aureus strains.
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Key messages:

v S. aureus-induced dermatitis harbors features of atopic dermatitis.

v Savirin, a well-known inhibitor of S. aureus accessory gene regulatory quorum-sensing,
inhibits the development of skin inflammation.

v S. aureus-induced dermatitis is mediated by innate immunity.

v S. aureus exposure triggers the accumulation of non-pathogenic specific Trm cells.

Capsule summary:

Our results provide major insights to better understand the phenotype and the specificity of S.
aureus-induced AD inflammation.

Keywords:

Staphylococcus aureus, Natural exposure, Atopic dermatitis, Innate immunity, T resident
memory cells, Skin colonization.
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Introduction

Staphylococcus aureus (S. aureus) is a multifaceted bacterium. It is a human commensal
but also a leading cause of infections, ranging from mild skin and soft tissue infections to
severe invasive infections." S. aureus commonly infects the skin of healthy individuals following
trauma, burns or surgical interventions. In addition, this bacterium has long been associated
with the development of certain inflammatory skin diseases, notably atopic dermatitis (AD).? S.
aureus dominantly colonizes the lesional skin in 60% to 100% of patients with AD,%= in which
it is responsible for flare exacerbations, with increased skin erythema, edema, oozing,
excoriation or pruritus, and in a few patients for overt infection.® In comparison, 5 to 30% of

healthy individuals carry S. aureus.”

AD, which affects up to 20% of children and up to 7% of adults worldwide,®-'" poses serious
risks of comorbidities and a major burden to patient quality of life.'? So far, no definitive etiology
has been identified, despite the large number of studies to identify host-genetic, environmental,
immunological and microbial factors that may cause AD.' AD is frequently characterized by
an altered skin barrier function, with a rising skin inflammation provoked by type-2/type-17
cytokines secreted from both innate (particularly innate lymphoid cells (ILC)2 and mast cells)
and adaptative immune cells (CD4* and CD8* T cells)'®>~'". The latter are activated in response
to the increase penetration of environmental antigens (including antigens from skin microbiota)
into AD skin, and the release of multiple alarmins by keratinocytes, including thymic stromal
lymphopoietin (TSLP), interleukin (IL)-1, IL-18, IL-33 and IL-25.15:18-20

Whether S. aureus only aggravates AD,>?! or is also one of the main triggers that initiates
AD symptoms, still remains an open question. A previous prospective birth study suggested
that prevalent S. aureus skin colonization predates symptom onset in young infants,??23 even
if it was not confirmed by others.?* Multiple experiments on murine models also provided strong
support to a causal relationship between S. aureus and AD onset.>2532 Hence, it was shown
that epicutaneous S. aureus disrupts the epidermal barrier and promotes inflammation via the
production of many virulence factors, including adhesion proteins, proteases, superantigens,
pore-forming toxins and toll-like receptor ligands.®®* Numbers of these factors are under the
regulation of the accessory gene regulatory quorum-sensing (Agr-QS) system, and the use of
small molecules,** or bacteria producing autoinducing peptides inhibiting S. aureus Agr-QS,
protects against epidermal injury induced by S. aureus.?”-% However, in all these experimental
models,?-32 except the study from Byrd et al.,® the activity of S. aureus strains was studied
after their applications on an inflamed and/or defective skin barrier, via the use of occlusive
patches, tape-stripping and/or allergen co-administration. This has obviously maximized the
quantity of bacteria penetrating the tissue, and modified in consequence the understanding of
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underlying immune mechanisms.?313 Mechanisms described in these works are therefore
more probably closed of the overt S. aureus-induced infections reported in some AD patients,

than the eczematous reactions described in all of them.

In this study, we then reappraised the immune mechanisms by which pathogenic S. aureus
strains trigger AD-like inflammation. To this end, we capitalized on a mouse AD model induced
by repeated applications of different clinical S. aureus isolates on intact skin of C57BL/6

animals.537:38

Our results highlight the induction of unique AD-like innate inflammation, with the generation

of non-pathogenic resident memory T (Trm) cells.
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Methods

A brief description of the Methods is provided below. For additional details, see the
Supplementary Methods section.

Bacteria strains

S. aureus strains AD04.E17 and AD03.A2 strains were obtained from H. H. Kong (National
Human Genome Research Institute, NIH, Bethesda, USA)® and stored at the Centre National
de Référence des Staphylocoques (Hospices Civils de Lyon, Lyon, France). S. aureus AT1446
strain was provided by Pierre Fabre Pharmaceuticals. AD04.E17, AT1446 and ADQ03.A2
strains were isolated from patients with severe AD (defined by objective SCORAD > 40 at time
of collection).

S. aureus USA300 SF8300 strain and S. epidermidis strain CCM2124 were provided by the
Centre National de Référence des Staphylocoques (Hospices Civils de Lyon, Lyon, France).

Model of S. aureus-induced skin inflammation

Bacteria were applied by painting both sides of the ears with a swab. The swab was soaked
in the bacteria suspension and rubbed against both sides of mouse ears until they were visibly
moistened. Topical bacteria application was achieved 4 times at indicated days. Skin
inflammation was assessed by measurement of the ear thickness using a micrometer (Kéfer,
Villingen-Schwenningen, Germany), and ear swelling was calculated according to the following
formula: ear thickness at day X — ear thickness at day 0.
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Results

Clinical strains of Staphylococcus aureus induce strain-, dose- and Agr quorum
sensing-dependent skin inflammation upon topical applications.

Three different S. aureus strains, isolated from the lesional skin of patients with severe AD,
were applied topically to the non-inflamed and uncompromised skin of C57BL/6 mice: S.
aureus AD04.E17 and AD03.A2 already tested by Byrd et al.,® and also S. aureus AT1446.
Bacteria suspensions, at a concentration of 10° colonies forming units (CFU)/ml, were gently
rubbed onto the skin of mouse ears, at days 0, 2, 5 and 7, and skin inflammation was followed
by measuring ear swelling throughout the protocol (Fig.1A).*® The 3 bacteria induced a
progressive increase in ear swelling, when compared to their control vehicle (BHI medium),
but with variable intensity depending on the strain: AD04.E17 induced the strongest reaction,
reaching 100+/-20 um of ear swelling at day 9, after 4 topical applications, whereas the two
others induced a 2-fold-milder inflammation (Fig.1B&C). Differential inflammation induced by
the clinical strains was not due to differential levels of skin colonization, since the amounts of
live bacteria detected on/into the skin at day 9 were similar between the 3 groups (Fig.1D). Of
note, in this model, the bacteria, which penetrated into the epidermis (Fig.1E), were
progressively eliminated from the tissue. We detected respectively 107 of AD04.E17 CFU/g of
tissue, 2 days after the first (day 2) or the last (day 9) application, and 10° and 10* CFU/g,
respectively one (day 16) and four weeks (day 36) after the last application (Fig.S1). Skin
colonization by S. aureus strain was definitely cleared after 2 months (day 65) (Fig.S1).

We next focused on the strong reaction induced by AD04.E17 isolate to determine the
importance of its Agr-QS program in the capacity of this bacterium to trigger skin inflammation
upon repeated swabbing. The Agr-QS program is activated notably in response to bacteria
density and controls the expression of a wide array of secreted virulence factors, including
toxins and enzymes.*® AD04.E17 strain harbored Agr-11-QS, and encoded numerous toxin
genes regulated by the Agr-QS system: including the pore-forming phenol-soluble modulins
(psm, hid (&-toxin)), hemolysins (hla, hib, hlg) or leukocidins E/D (lukE, lukD) (Fig.S2A). Most
of these toxins were then detected in the supernatant of AD04.E17 cultures (Fig.S2B).

We first confirmed that the capacity of the bacteria to induce inflammation was dependent
on the concentration of bacteria suspensions applied on the skin, as respectively no and
exaggerated ear swellings were detected at concentrations of 108 CFU/ml and 10'® CFU/ml
(Fig.2A). Furthermore, we observed that the skin reaction was partially dependent on the
factors secreted during the culture, because when the bacterium devoid of its culture
supernatant, i.e. when it was resuspended in PBS medium, was applied to the skin, it induced
a reduced skin inflammation of about 50% (Fig.2B). Of note, no inflammation was induced by
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the application of a concentrated culture supernatant (10-fold) alone, nor when the latter was
concomitantly applied with the non-inflammatory S. aureus USA300 SF8300 and S.
epidermidis CCM2124, indicating the parallel contribution of AD04.E17 non-secreted factors
in this reaction (Fig.2B). We also established that the reaction was dependent on the viability
of the bacteria and thermo-sensitive factors, as mice rubbed with heat-killed AD04.E17
suspensions failed to mount ear swelling (Fig.2C). Finally, to demonstrate the contribution of
the Agr quorum-sensing of S. aureus AD04.E17 in this reaction, we used savirin, a well-known
inhibitor of the S. aureus Agr virulence system.3* We firstly cultured the bacteria in presence
of savirin or its vehicle (BHI/DMSO (2%)), and assessed the expression of AgrA gene, the
response regulator of Agr system, by RT-qPCR, as well the production of one of the major QS-
related toxins: a-hemolysin (Hla) by ELISA, and of several other toxins by mass spectrometry
performed on culture supernatants. Savirin did not modify the kinetic of bacteria proliferation
(data not shown), but strongly inhibited the expression of AgrA gene (> 60% inhibition)
(Fig.2D) and the production of Hla (> 90% inhibition after 8 hours of culture) (Fig.2E) and of
different other toxins (Fig.2F). Finally, in vivo topical applications of S. aureus AD04.E17
cultured in savirin, associated with topical applications of savirin, also resulted in decreased
ear swelling response (Fig.2G). Of note, the amounts of bacteria colonizing the skin at day 9,
was similar in savirin- or vehicle-treated mice (Fig.2H), confirming that the difference in skin

inflammation was not due to differences in bacteria colonization.

Altogether, these results demonstrated and confirmed that skin exposure to S. aureus
strains isolated from the severe AD patients caused a strain-, dose- and Agr-QS-dependent

skin inflammation in mice.
S. aureus ADO04.E17-induced dermatitis harbors features of AD-like inflammation.

We then characterized the immune features of skin inflammation induced by S. aureus
ADO04.E17. Histological analysis (HPS staining), at the peak of inflammation (day 9), revealed
an increased epidermal thickness associated with polymorphic cell infiltration and edema in
the dermis, in comparison with vehicle-applied skin (Fig.3A). The cell infiltration, assessed by
flow cytometry at day 9 (Fig.S3), associated many different cell populations, including
conventional aB T cells (mainly CD4* T cells), yd T cells (both TCRyd™ dermal yd T cells and
TCRyd" dendritic epidermal T cells [DETC]) and innate cells (macrophages, neutrophils, and
NK and ILCs) (Fig.3B). Molecular analyses performed 2 days after the first (day 2) and last
(day 9) bacteria applications, showed gradual expression of many different cytokine genes,
including primary (/l1b and 116), type-2 (//4, 1113), type-17 (ll17a, lI22), and to a less extent type-
1 (ifng) cytokines (Fig.3C). Such gene expression was concordant with previous data on
cytokine expression at the protein level, after topical exposure to S. aureus AD04.E17.5 Of

148



note, an increased expression of //5, 1125 and /133, but not of //36b, I36g and tslp (not detected
here), was also found in this model, but at day 2 only (Fig.S4). Interestingly, savirin-treatment
significantly inhibited the expression of //4, I/17a and, to a less extent, //22 genes (Fig.S5),
confirming the capacity of the drug to block the development of the skin inflammatory reaction.

Different studies used BALB/c mice instead of C57BL/6 mice, for their predisposition to
type-2 inflammation.*' Topical applications of AD04.E17 suspensions at the same 10° CFU/ml
concentration (Fig.S6A), induced a mild inflammation in BALB/c mice, with an ear swelling
peak reaching 30 um only at day 8 (9?7 See also Figure) (Fig. S6B&C). Molecular analysis
revealed a similar mix of type-2 and type-17 cytokine genes in inflamed skin (Fig.S6D).

Collectively, these results indicated that natural exposure to S. aureus AD04.E17 induced

an AD-like dermatitis, reinforcing previous results using similar model.®

Respective role of adaptive and innate immunity in S. aureus-induced AD-like skin
inflammation.

Multiple immune cell population infiltrated the skin upon S. aureus ADO4.E17 topical
applications. We then sought to determine the respective role of infiltrating cells in the
development of this reaction. Because, AD is generally considered as a T cell-mediated skin
disease*? and S. aureus superantigens cause non-specific activation of T cells and subsequent
inflammatory cytokine release,** we wondered whether T and also B cells could be involved in
the bacteria-induced inflammation. For this purpose, we topically applied S. aureus AD04.E17
in mice defective in T and B cells (Fig.S7A), i.e. in Rag2” mice. In these mice, S. aureus
ADO04.E17 induced skin inflammation with similar intensity than in wild-type C57BL/6 (Fig.4A,
left). Because Rag2’ mice harbor increased cutaneous ILCs (personal data and *4) and are
also defective in yd T cells (Fig.S7A), we reconstituted Cd3e” mice with CD4+ and CD8+ T
cells purified from naive CD4°¢x iDTR donors, in which injections of diphtheria toxin selectively
depleted ap T cell subsets (Fig.S7B), or from WT donors. Topical applications of S. aureus
ADO04.E17 induced equivalent inflammation in recipients depleted or not in af T cells (Fig.4A,
center). Besides, conversely to models of epicutaneous or intradermal infection,?”4344 the
selective depletion of yd T cells in GDL-DTR mice (Fig.S7C) did not reduce the skin
inflammation induced by topical applications of S. aureus AD04.E17 (Fig.4A, right).

Taken together, these results thus demonstrated that the adaptive cell subsets had only a
minor role in skin inflammation induced after natural exposure to S. aureus, and this, despite

the strong accumulation of both aff and y& T cells in the inflamed skin.
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Monocytes and macrophages, as well as neutrophils (albeit in weak proportion), also
infiltrated the skin upon S. aureus exposure (Fig.3B). These cell populations have been
described to work together to protect the organism against deep S. aureus infection.*® but
their role in the modulation of bacteria skin colonization is poorly described. Thus, we
wondered whether such cells were involved in both skin inflammation and protection against
skin colonization upon exposure to S. aureus AD04.E17. Monocytes and macrophages were
depleted by injecting clodronate-liposomes (Fig.S7D), whereas neutrophils were depleted by
treating the mice with anti-Ly6G antibodies (Fig.S7E). Monocytes/macrophages depletion
inhibited the S. aureus-induced skin inflammation (Fig.4B) but did not modify the amount of
bacteria persisting on/into the skin at day 9. It even tended to increase it (p = 0.06) (Fig.4C).
Conversely, neutrophil depletion did not modify the magnitude of S. aureus-induced skin
inflammation (Fig.4B) but increased the bacteria density on the skin at day 9 (Fig.4C),
meaning that neutrophils were involved, at least in part, in controlling S. aureus skin

colonization.

Using a S. aureus AD04.E17 strain tagged with a green-fluorescent protein (GFP), we
demonstrated that the bacteria penetrating the skin were captured in large part by
hematopoietic CD45* cells (70%), and notably by pro-IL-13*CD24™CD64"9" neutrophils and
at far less extent by pro-IL-1B*"CD24™CD64"" monocytes/macrophages (Fig.4D-E and
Fig.S8). We then wondered whether IL-13 was involved in S. aureus-induced skin
inflammation, and applied the bacteria onto the skin of Asc’ mice,* which are deficient in ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain) an adaptor protein
involved in activation of inflammasome. In these mice, S. aureus AD04.E17 induced a milder
inflammation than in WT mice, indicating a role of the inflammasome complexes in such
reaction (Fig.4F, left). Nevertheless, by treating mice with anti- IL-1B monoclonal antibodies
(mAbs), we failed to validate the importance of IL-1B in triggering a potent skin reaction in this
context (Fig4.F, right).

Altogether, these results thus demonstrated that innate immunity, and
monocytes/macrophages and ASC protein, were strongly involved in S. aureus AD04.E17-
induced AD-like skin inflammation. Conversely, T lymphocytes played minor role in such
inflammation, and while neutrophils were not involved in clinical inflammation, they participated

to limit S. aureus colonization.
S. aureus skin colonization induces a systemic toxin-specific memory response.

Clinical studies have demonstrated that AD patients harbor staphylococcal toxin-specific
immunoglobulin (Ig)G and IgE responses, which correlated with the disease severity.505
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Alternatively, T-cell sensitization against microbial antigens have been discussed as possible
trigger factors of AD, by inducing cutaneous delayed-type hypersensitivity reactions.*2 We then
wondered whether a natural exposure to AD04.E17 isolate also led to the induction of robust
S. aureus-specific antibody and T-cell memory responses. For this purpose, we topically
applied S. aureus AD04.E17 or vehicle as previously described, and collected blood and lymph
node cells, > 30 days after topical exposure to the bacteria, to perform in one hand toxin-
specific IgG measurements, using a specific toxin- and binding protein-library®® as well as
standard lympho-proliferation assay on the other hand, using heat-killed S. aureus- and toxin-
pulsed bone-marrow-dendritic cells (BMDCs).

In the serum of mice previously exposed to S. aureus AD04.E17 we detected significant
IgG levels against several Agr-QS-induced toxins, mostly LUKE and LukD, and also Hla and y-
hemolysin B (HIgB), but rarely against the proteins of the S. aureus superantigen family
(Fig.5A and Fig.S9). A positive IgG response was also recorded against some key adhesion
proteins like fibrinogen-/fibronectin-binding proteins, FNBPB4 and FnBPB7, and clumping
factors A & B (N2 and N3 subdomains) (Fig.5A and Fig.S9). Of note, we detected no LukE-
or LukD-specific IgGs in mice applied with ALUKE S. aureus AD04.E17 (Fig.S10), confirming
the specificity of the titration. Moreover, if the detected IgG levels proved variable depending
on mice, they were reproducible according to experiments.

In parallel, we performed co-cultures using lymph node cells isolated from S aureus- applied
mice, and BMDCs stimulated with heat-killed S. aureus AD04.E17, or with the 2 staphylococcal
antigens which induced predominant IgG responses, LUKE and LukD. After 3 days, we
observed a strong lymphoproliferation in co-cultures stimulated with heat-killed bacteria, when
compared to cultures stimulated with un-pulsed BMDCs. Interestingly, lymphoproliferations
were significantly higher, compared to cultures performed with LN cells isolated from naive
mice, indicating that potent T cell responses were primed in response to bacteria exposure
(Fig.5B). T cell proliferations were associated with IL-17A, and to a less extent to IFN-y and
IL-5 secretion in the culture supernatant (Fig.5C). Proliferating and IL-17A-producing cells
turned out to be mainly CD4* and y® T cells (Fig.5D and Fig.S11), whereas their IFN-y-
producing counterparts were equally CD4+ and CD8* T cells (Fig.5E). Of note, similar profiles
were detected in co-cultures stimulated with recombinant LukD or LukE toxins, with the
induction of IL-17A* and IFN-y* memory a8 and yd T cells (Fig.5D-E).

Importantly, despite the induction of strong LUKED-specific T-cell and antibody responses,
the bi-component pore-forming toxin alone was not involved in S. aureus-induced skin
inflammation, as demonstrated by the application of ALUkE S. aureus AD04.E17, which
induced the same response than its wild-type counterpart (Fig.S12).
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Collectively, these results thus showed that a natural exposure to a pathogenic S. aureus
strain induced a strong toxin-specific T-cell and IgG memory responses, at the systemic level.

S. aureus exposure triggers the accumulation of non-pathogenic S. aureus-specific
Trm cells to the site of previous inflammation

Resident memory T cells (Trm), notably CD8* Trm cells, have been described as major
actors of hypersensitivity responses in models of allergic contact dermatitis.®® Those cells are
responsible for eczema flares (also referred to as exacerbations), which consist in the

worsening of skin inflammation upon new exposures.

Capitalizing on the fact that S. aureus AD04.E17 exposure induced a robust antibody and
T-cell memory responses at the systemic level, we then sought to determine whether such
exposure also lead to the accumulation of pathogenic bacteria-specific Trm to the sites of
previous dermatitis, susceptible to exacerbate the development of AD-like flares upon new
exposures. In this view, we topically applied S. aureus AD04.E17 or the vehicle as previously
described, and collected ears > 30 days after the topical bacteria exposure to characterize the
cutaneous cell infiltrate. Using flow cytometry analysis (Fig.S13), we showed that o T cells
persisted in the skin, mainly in the dermis, and mainly CD4* T cells as well as yd T cells
(Fig.6A). Persistent lymphocytes expressed a canonical phenotype of resident memory
lymphocytes, i.e. CD69 and CD103 cell surface marker expression (Fig.6B). In order to assess
the specificity of resident lymphocytes regarding S. aureus, we performed S. aureus AD04.E17
applications on Nur77-GFP mice, in which T cells specifically express the GFP reporter upon
TCR-mediated stimulation. Once the primary response to S. aureus was resolved (60 days
later), we reapplied the bacteria on the healed skin and collected the ears 18 hours later to
perform FACS analysis (Fig.S13). We observed that 15 to 20% of af T cells present in healed
skin were GFP*, i.e. S. aureus-specific (Fig.6C, left), including > 3 of CD4* T cells (Fig.S13).
The part of S. aureus-specific yd T cells was even higher, up to 40%. (Fig.6C, right). In
comparison, a very weak GFP expression was detected in af and yd T cells colonizing the
skin of naive C57BL/6 mice, when stimulated with AD04.E17 bacteria. Of note, the vast
majority of GFP* lymphocytes detected in healed skin expressed CD69 marker (Fig.6C),
suggesting that they were resident memory lymphocytes, even if we cannot note exclude that
the GFP* CD69* subsets could also comprised activated T effector memory cells, newly
recruited from the circulation. Finally, we observed that significant percentages of aB and yo T
cells expressed IL-17A and/or GM-CSF, as well as IFN-y (Fig.6D).

We next wondered whether these resident memory lymphocytes could be pathogenic and
responsible for hypersensitivity reactions. We thus reexposed the mice to S. aureus AD0O4.E17
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(using a single application a shown in Fig.6E, or 4 different applications every other days (data
no shown)) and followed flare development. We observed that both the course and the
magnitude of flare-up reaction was similar to the primary reaction recorded in animals applied
for the first time with the bacteria, indicating that the accumulation of S. aureus-specific Trm
cells had no influence on the recurrences of the AD-like reaction (Fig.6E). We also examined
whether this could have impacted the level of bacteria colonization. However, the amount of
S. aureus colonizing the skin 7 days after reexposure was similar in both groups (Fig.6E).

Altogether, these results therefore indicated that a natural exposure to S. aureus AD04.E17
induces the accumulation of S. aureus-specific resident lymphocytes (both CD4* T cells and
yo T cells), but those cells are neither pathogenic to induce hypersensitivity reactions, nor

protective to limit skin colonization.
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Discussion

The primary objective of our work consisted to better understand the contribution of S.
aureus to the initiation of AD-like inflammation in mice, and this, in a context of natural
exposure, i.e. by applying the bacteria in absence of any experimental injury or other skin
barrier defect. Our results demonstrated that the development of the inflammatory reaction
depends on (i) the S. aureus strain, (ii) its viability, (iii) its concentration, (iv) the production of
secreted and non-factors factors, as well as (v) the expression/activation of Agr-QS system.
Besides, we demonstrated that the AD-like reaction is mediated, at least in part, by
monocytes/macrophages and the inflammasome-related protein ASC, but not by neutrophils
or T and B cell subsets. Of note, bacteria exposure in this setting generated robust IgG and T
cell responses against several of toxins and adhesion factors produced by the bacteria, as well
as the accumulation of specific IL-17*GM-CSF* CD4* Trm and y® Trm cells, at the site of
previous dermatitis. However, these cells are devoid of pathogenic activities, as they failed to
induce hypersensitivity reaction upon new bacteria exposures. Finally, we observed that
bacteria skin colonization in this model is transient, unrelated to the magnitude of the rising
dermatitis, but partially modulated by the recruitment of neutrophils, and not by the persistence
of Trm cells into the skin.

How to integrate the notion of bacteria concentration/density to better understand
the initiation of AD symptoms in patients?

Reminiscent to a recent work that showed that the density (CFU/skin cm?) of pathogenic
staphylococci on inflamed AD skin correlated with the severity of targeted AD lesions,® we
report in this study the importance of bacteria concentration in the induction of AD-like
dermatitis in mice. A one-log decrease in the concentration of S. aureus suspension applied
to the skin failed to induce inflammation (Fig2.A), indicating that bacteria acquire pro-
inflammatory activities in a short concentration range only. But more than the concentration or
density of bacteria on the skin (we observed similar bacteria colonization in several of our
experiments with clear differences of skin inflammation (Fig.1C&D, Fig.2G&H)), the
expression of functional Agr-QS and the production of virulence factors appears to be a better
correlate with the development and severity of the disease.?®%® Here, we assessed several
strains characterized by diverse Agr-QS systems and different profiles of toxin production
(Fig.S2A&B). We confirmed that the inhibition of the Agr-QS, which critically depends on
bacteria concentration,*° reduced the intensity of the skin reaction triggered by the most pro-
inflammatory strain (AD04.E17, Fig.2G). Therefore, it will be interesting to determine whether
the increased S. aureus carriage that predates the development of AD in young infants,?223
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also correlates with an increase in strain density on the skin and amounts of total or specific
virulence factors produced.

Interestingly, we observed that the addition of S. aureus AD04.E17 culture supernatants to
S. aureus USA300 SF8300 or S. epidermidis CCM2124, was not sufficient to boost the pro-
inflammatory properties of these bacteria, whereas it restored those of washed S. aureus
ADO04.E17. Although we cannot rule out that the activity of S. aureus USA300 SF8300 could
have been inhibited by the autoinducing peptide of different Agr-QS (S. aureus AD04.E17 and
S. aureus USA300 SF8300 harbored respectively Agr Il and Agr | QS (Fig.S2)), this
observation illustrates the importance of strain-specific and complementary secreted and non-
secreted triggers in the induction of skin inflammation. This also suggests that the pro-
inflammatory properties of a specific strain on AD skin do not necessarily benefit other strains
colonizing the microenvironment, supporting the observation that massive expansion of strain-

specific clusters is more frequently associated to severe lesions in AD.55

Immune mechanisms associated to AD-like dermatitis: the impact of the mode of

exposure

In addition, we sought in this study to decrypt the immune mechanisms associated with the
development of S. aureus-induced dermatitis. We show that S. aureus isolates induced a
reaction characterized by a clear AD cytokine signature, as reported in patients,'”* with an
early expression of /15, 1125, 1133, but not /I36a markers and the expression of I/1b, 116, 114, 1113,
I117a, 1122 and at less extent Ifng transcripts, mostly in the late phase.

We also demonstrate that the S. aureus-induced dermatitis was dependent of the
inflammasome adaptor protein ASC and monocytes/macrophages, but not of neutrophils or
cells of adaptive immunity. Moreover, we showed that tissue resident CD169* macrophages,
which are endowed with potent pro-inflammatory properties, were not responsible for the
intense S. aureus ADO04.E17 reaction in this model (Fig.S15) questioning about the

monocyte/macrophage cell subset responsible for this inflammation.

As IL-13 was one of the most differentially expressed transcript in inflamed skin, and its pro-
form was partially expressed by skin monocytes/macrophages (Fig.4E), we then studied in
down-stream experiment the impact of IL-18 blockade on the development of skin
inflammation. Surprisingly, the inhibition of skin inflammation detected in Asc’™ mice was not
confirmed in mice treated with IL-18 mAbs (Fig4.F). The ASC inflammasome is essential to
caspase-1-dependent IL-1B and IL-18 (not tested here) release,*® but it also mediates the
induction of multiple cytokines (notably IL-6, TNF-a) via caspase-1-dependent and -

155



independent pathways.®” It is therefore possible that, in this model of S. aureus-induced

inflammation, the action of IL-1p must be complemented by other cytokines.

The lack of inflammatory activities of both conventional a T cells and dermal yd T cells is
particularly intriguing. Indeed, the ability of S. aureus superantigens to cause non-specific
activation of T cells and subsequent inflammatory cytokine release is known for years.*
Similarly, IL-17-producing af CD4* T cells and yd T cells were shown to be key mediators of
skin inflammation in models of epicutaneous infection,?>3' Discrepancies with our model of
natural exposure on compromised skin are then certainly related to differences in term of
bacteria penetration or inflammatory microenvironment, which are maximized when the skin is

altered by occlusion or tape-stripping.

The impact of the mode of exposure in explaining distinct immune-related mechanisms has
been illustrated previously in different models of skin infection. For example, Liu et al. showed
that epicutaneous S. aureus exposure under occlusion resulted in IL-36a (but not IL-1B0-
mediated type-17 T cell responses, whereas the latter were mediated by IL-1B3-mediated
mechanisms when the bacteria was injected intradermally.?® Similarly Lee et al. demonstrated
that subcutaneous S. aureus injections induced poor T cell responses compared to
intravenous injections, and that this defect was associated with a loss of dendritic cells,
following skin infection, attributable to S. aureus Hla expression.3®

Why S. aureus-specific Trm cells that persist to the sites of previous dermatitis failed
to exaggerate AD-like flares upon new exposures, and which role for these cells?

It is generally accepted that allergen-specific T cells are major contributor to the allergic
response in AD patients, promoting the development of flare-up reactions, i.e. delayed-type
hypersensitivity reactions.%® The contribution of T cell and Ig responses to microbial antigens,
including S. aureus proteins, are now viewed as potential under-estimated triggers in AD.42%°
Here, we report that a substantial number of specific Trm cells (CD4* and yd Trm cells)
accumulated in the skin of previous S. aureus-induced dermatitis, but we failed to detect any
impact of these Trm cells in the worsening of flares or the limitation of bacteria colonization
upon new exposures. Several reasons may explain their lack of pro-inflammatory activity.
Hence, it is possible that in this exposure setting, too few toxin antigens permeated the dermis
to reactivate those cells. Trm reactivation may also have been hampered by killing of skin
dendritic cells throughout the release of toxins in the microenvironment.®® Additionally it is
possible that the IL-17 producing Trm cells that accumulated in the skin harbored a
transcriptomic program of homeostasic and not pathogenic cells, as it was described for T cells

colonizing the skin in response to commensal microbe exposure.®’3® However, our ex-vivo
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restimulation experiments showed that a substantial proportion of skin Trm cells harbored IL-
17*GM-CSF* phenotype susceptible to correspond to pathogenic cells.®° Finally, it is possible
that their activity was potently regulated by the presence of Staphylococci-specific Treg or yd
T cell subsets that accumulated into the skin during the neonatal period.5'62

Thus, it will be interesting to determine whether these specific Trm cells can be reactivated
upon deep exposure to bacteria, such as an intradermal injection of S. aureus toxins or
adhesion factors, and whether they cause inflammation and/or bacteria protection as has been
shown in models of epicutaneous infection.®® Finally, it will also be interesting to determine
whether the Trm cells generated in this natural exposure setting have the capacity to adapt to
their microenvironment in response to skin injury, as commensals-specific Trm have, and to
accelerate processes such as angiogenesis, tissue remodeling, extracellular matrix production

and/or keratinocyte proliferation.37:38.64

In conclusion, our results provide major insights to better understand the phenotype and the
specificity of S. aureus-induced AD inflammation. This study emphasizes the importance of S.
aureus Agr-QS in bacterial-induced skin inflammation, in a context of natural exposure on non-
inflamed and uncompromised skin. Besides, the immune mechanisms responsible for the
development of AD inflammation are unique, sharing properties of immune responses to
commensals (the activation of non-pathogenic Trm) and parts of the innate pathways activated
during skin infection (the key contribution of monocytes/macrophages). Further analysis in
mice with genetic/epigenetic defects in the skin barrier should reinforce these findings and
provide a more complete picture of the complex mechanisms leading to the development of
AD in response to pathogenic S. aureus.
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Figure legends

Figure 1. The magnitude of S. aureus-induced dermatitis varies depending on S. aureus
strains.

(A) Experiment protocol. The clinical S. aureus strains AD04.E17, AT1446 and AD03.A2, at
10° CFU/ml, and brain-heart infusion (BHI) medium as control vehicle, were topically applied
onto the ears of C57BL/6 mice at days 0, 2, 5 and 7. Clinical skin inflammation was assessed
by ear thickness measurements until day 9, and the penetration and colonization of the skin
by live S. aureus strains was quantified by histology or ex-vivo cultures using ear biopsies. (B)
Kinetic of skin inflammation, expressed as means +/- standard error mean (SEM) of ear
swelling, calculated according to the following formula: ear thickness at day X — ear thickness
at day 0. (C) Magnitude of skin inflammation, depicted as individual and mean +/- SEM data
of ear swelling areas under the curve (AUC) from day 0 to day 9. (D) Quantification of
bacteria colonization, at day 9, depicted as individual and mean +/- SEM data of S. aureus
CFU/qg of tissue. (E) Bacteria penetration in the skin, at day 9, identified by Giemsa staining
in representative histological section of AD04.E17-applied ear biopsies. Arrows illustrate
bacteria in the epidermis.

NS: non-significant; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

Figure 2. S. aureus-induced dermatitis is Agr quorum sensing-dependent.

(A) The impact of the dose. S. aureus AD04.E17 suspensions were applied onto the ears of
C57BL/6 mice at different concentrations, from 108 to 10" CFU/ml, at days 0, 2, 5 and 7. The
magnitude of skin inflammation was appreciated as described in Fig.1A.

(B) The contribution of secreted and non-secreted factors. S. aureus AD04.E17 S. aureus
USA300 SF8300 and S. epidermidis CCM2124 cultures were washed and resuspended in
PBS medium or let untouched, and next applied onto the ears of C57BL/6 mice, at
concentration of 10° CFU/mlI, as described in Fig.1A. In some groups, the concentrated (10-
fold) supernatant was applied, as well as suspensions of PBS-washed bacteria (w-E17, w-
USAS300 or w-S.epi) and AD04.E17 culture supernatant (E17 sn).

(C) The applications of heat-killed S. aureus AD04.E17 suspension induces no skin
inflammation. S. aureus AD04.E17 suspension (10° CFU/mI) was treated at 62°C for 75 min,
and the cooled suspension was next applied onto the ears of C57BL/6 mice. A suspension
containing live bacteria was applied as control.
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In A, B & C, results depict scatter plots with individual and mean +/- SEM data of ear swelling
AUC from day 0 to day 9.

(D-F) Savirin blocks the activation of Agr-QS and the production of toxins in vitro.
ADO04.E17 strain was cultured in CCY medium in presence of Savirin (blue) or DMSO (vehicle,
black). AgrA mRNA expression (expressed as relative quantity compared to DMSO condition)
was assessed by RT-gPCR (D) and a-hemolysin (Hla) secretion (pg/ml) by ELISA (E), after 4,
6 and 8 hours of culture. In some experiments, the production of 9 different PSMs, leukocidins
and hemolysins, including Hla, was assessed by mass spectrometry after 8 hours. Shown is
spider plot of normalized values (F).

(G-H) The applications of S. aureus AD04.E17 suspension in presence of savirin inhibits
the development of skin inflammation in vivo, but not bacteria colonization. C57BL/6
mice were applied with suspensions of AD04.E17 strain, cultured in presence of DMSO or
savirin, as described in Fig1A. Daily applications of savirin (10 pg/ml in BHI/DMSO (2%)) or
vehicle were also performed. The magnitude of skin inflammation was measured throughout
the protocol and reported as individual and mean +/- SEM data of ear swelling AUC from day
0 to day 9 (G). Bacteria colonization was also quantified at day 9. Shown is individual and
mean +/- SEM values of S. aureus CFU/g of tissue after ex-vivo cultures of ear biopsy extracts
(H).

NS: non-significant; ** p < 0.01, **** p < 0.0001.

Figure 3. S. aureus-induced dermatitis harbors features of AD-like inflammation.

C57BL/6 mice were applied with suspensions of AD04.E17 strain or vehicle as described in
Fig1. Tissue modifications, immune cell infiltration and cytokine marker expression in inflamed

and control ears were analyzed by histology, flow cytometry and RT-qPCR.

(A) Representative Hematoxylin-Phloxine-Safran staining of ear biopsy sections,
performed at day 9.

(B) Quantification of leucocyte subsets infiltrating the tissue at day 9. af T cells
(CD45*TCRaf*), CD4* T cells (CD45*TCRaB*CD4+), CD8* T cells (CD45*TCRap*CD8*), Treg
cells (CD45*TCRaB*CD4*Foxp3*), dermal y& T cells (CD45*TCRyd™), DETC
(CD45*TCRyd"9"), macrophages (CD45* [CD3e¢ NK1.1 Ly6G] CD64*Ly6c”’"CCR2),
monocytes (CD45 [CD3e NK1.1 Ly6G]CD64*Ly6c*"CCR2*), neutrophils (CD45*[CD3
NK1.11CD11b*Ly6G*), eosinophils (CD45*[CD3e NK1.1]'Ly6G CD64 SiglecF*), mast cells
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(CD45*[CD3e NK1.1]Ly6G CD64 SiglecFCD117+ FceRI*), basophils (CD45 [CD3e NK1.1]
Ly6GCD64 SiglecFCD117FceRI*) and NK+ILC subsets (CD45*CD3¢'CD90.2*CD127+) were
analyzed. Results are depicted as individual and mean +/- SEM number of cells per ear.

(C) Quantification of cytokine mRNA expression throughout the protocol. Shown are
individual and mean +/- SEM values of relative marker expression compared to GAPDH/actin
expression, in skin biopsies collected at days 0, 2 and 9.

NS: non-significant; * p < 0.05, ** p < 0.01.

Figure 4. S. aureus-induced dermatitis is mediated by innate immunity mainly.

(A) Comparable inflammation detected in mice deficient in T and B cell subsets. S.
aureus AD04.E17 strain was applied, as in Fig.1, onto the ears of Rag2’” mice or WT controls
(A, left); of Cd3e” mice reconstituted with iDTR* CD4* and CD8* T cells, and injected with
diphteria toxin (DT) to selectively deplete T cells expressing iDTR or with PBS as control (A,
middle); of Tcrd-GDL-iDTR mice injected with DT, to selectively deplete y& T cells, or with
PBS as control (A, right). Results depict the magnitude of skin inflammation, expressed as
individual and mean +/- SEM data of ear swelling AUC from day 0 to day 9.

(B-C) Monocyte/macrophage and neutrophil depletion inhibited respectively skin
inflammation and bacteria colonization. S. aureus AD04.E17-induced inflammation was
measured in C57BL/6 mice injected with clodronate-liposomes to deplete the
monocytes/macrophages or with control-liposomes (B, left), and mice injected with 100 ug of
anti-Ly6G antibody (or with isotype as control) at days -1, 2, 6 and 8 to selectively deplete the
neutrophils (B, right). The magnitude of skin inflammation was quantified as in A. Bacteria
colonization was also assessed at day 9. Shown are individual and mean +/- SEM values of

S. aureus CFU/g of tissue after ex-vivo cultures of ear biopsy extracts (C).

(D-E) Neutrophils and monocytes/macrophages internalized the bacteria penetrating
the skin and expressed pro-IL-1B. GFP-tagged S. aureus AD04.E17 was topically applied at
days 0 and 2, on mouse ears. 6 hours after the last application, skin cells were extracted and
analyzed using ImageStreamX Mkll imaging or LSRII Fortessa flow cytometers. Results show
representative ImageStreamX images of GFP-fluorescent bacteria internalized into
CD45*CD64* subset (D). Results also depict representative FACS plots of GFP* or pro-IL-13*
neutrophils and monocytes/macrophages. Pro-IL-1B3* isotype staining is shown as control (E).
Neutrophils were CD45+ [CD3e NK1.1 Ly6G] CD24"s" CD64™ cells and
monocytes/macrophages were CD45+ [CD3¢ NK1.1 Ly6G] CD24" CD64"9" cells.
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(F-G) S. aureus-induced dermatitis is ASC- and IL-1B-dependent. S. aureus AD04.E17-
induced inflammation was assessed in transgenic animals defective in ASC-protein or wild-
type controls (F), and mice injected with anti-IL-18 antibodies or isotypes as control, at days -
1, 1, 4, 6 and 8 (G). The magnitude of skin inflammation was quantified as in A. Bacteria
colonization was also assessed in anti-IL-1p- and PBS-treated animals, at day 9. Results are
expressed as in C.

NS: non-significant; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Figure 5. Topical exposure to S. aureus results in toxin-specific IgG and T cell
responses.

C57BL/6 mice were applied with suspensions of WT and ALUKE ADO04.E17 strains or vehicle
as described in Fig1. > 30 days after the topical bacteria exposure, sera and lymph node cells
were collected to monitor the induction of antibody and T-cell memory responses against
different S. aureus toxins or adhesion factors. Samples collected in naive C57BL/6 mice were

used as controls.

(A) lgG measurements in mouse sera. Among the 69 toxins and adhesion factors tested (all
reported in Fig.S9 & FigS.10), only LUKE and LukD are shown. Dots depict individual IgG MFI
values, as detected by flow cytometry.

(B-D) Secondary lymph node cell proliferation and cytokine secretion. 10* lymph node
cells were co-cultured for 3 days with 2x10° BMDCs pulsed with heat-killed suspension of S.
aureus AD04.E17 (10° CFU/ml) or un-pulsed BMDCs. Proliferation was estimated by SHT
thymidine incorporation during the last 16 hours of co-culture. Results are expressed as
individual and mean +/- SEM count numbers per minute (cpm) (B). IL-17A, IL-5 and IFN-y
secretions in the culture supernatants were titrated by ELISA. Results depict individual and
mean +/- SEM concentration data in pg/ml (C). The nature of proliferating lymphocytes
producing IL-17A and IFN-y cytokines was determined by flow cytometry and standard CFSE
dilution assay. Shown are representative FACS plots of CD8* T cells (viable
CD45*CD3e*CD8b* cells), CD4* T cells (viable CD45*CD3e*CD8b" cells) and yd T cells (viable
CD45+*CD3¢*TCRyd* cells) present in IL-17A* (D) or IFN-y* (F) CFSE"" subsets. Of note, in
some cultures, lymph node cells were stimulated with BMDCs pulsed with 10 pg/ml of
recombinant LukD or LUKE and results were shown as in D&E.

NS: non-significant; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Figure 6. Non-pathogenic S. aureus-specific resident memory T (Trm) cells accumulated
to the sites of previous dermatitis.

C57BL/6 or Nur77-GFP mice were applied with a suspension of S. aureus AD04.E17 strain as
described in Fig.1.

(A-B) Quantification of T cell subsets and Trm cells present in the epidermis and dermis
of C57BL/6 mice > day 30 post-inflammation. Immune cells persisting to the sites of
previous dermatitis were analyzed by flow cytometry > days 30 after the resolution of the skin
inflammation. Total (A) and CD69*CD103* (B) af T cell (CD45*TCRap*), CD4+ T cell
(CD45*TCRoB*CD8b), CD8* T cell (CD45*TCRaB*CD8b*), yd T cell (CD45*TCRyd™ in the
dermis and TCRyd"9" in the epidermis) subsets were analyzed. Results are depicted as
individual and mean +/- SEM number of cells per ear.

(C-D) A substantial proportion of skin Trm cells is specific for S. aureus AD04.E17
antigens and produces IL-17A, GM-CSF or IFN-y. A new single bacteria application was
performed on Nur77-¢F” mice at day 60, and 18 hours after retest, ears were collected and the
reactivation of S. aureus-specific Trm cells was analyzed by flow cytometry, by tracking the
GFP* lymphocytes. Naive Nur77-¢P controls applied with the bacteria were used as
comparator. Shown are individual and mean +/- SEM percentages of GFP*CD69* (green bars)
and GFP+*CD69" (blue bars) cells among skin af (C, left) and yd T cells (C, right). In some
experiments, skin cells were stimulated for 4 hours with PMA/ionomycin, and the expression
of IL-17A, GM-CSF or IFN-y was analyzed and shown as individual and mean +/- SEM
percentages of cells expressing respective cytokines among total a and yo T cells (D).

(E-F) New bacteria exposures to the sites of previous dermatitis failed to exaggerate the

skin reaction, or to limit bacteria colonization.

A new single bacteria application was performed C57BL/6 mice at day 60. The magnitude of
the flare-up reaction was compared to that of the primary reaction induced in C57BL/6 controls
applied for the first time with the bacteria. Results are depicted as individual and mean +/- SEM
data of ear swelling areas under the curve (AUC) from day 60 to day 67 (D). Bacteria
colonization was also quantified at day 67. Shown are individual and mean +/- SEM values of
S. aureus CFU/g of tissue after ex-vivo cultures of ear biopsy extracts (E2).

NS: non-significant; * p < 0.05; ** p < 0.01, *™* p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Figure 1. The magnitude of S. aureus-induced dermatitis varies depending on S. aureus

strains.
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Figure 2. S. aureus-induced dermatitis is Agr quorum sensing-dependent.
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Figure 3. S. aureus-induced dermatitis harbors features of AD-like inflammation.
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Figure 4. S. aureus-induced dermatitis is mediated by innate immunity mainly.
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Figure 5. Topical exposure to S. aureus results in toxin-specific

IgG and T cell

responses.
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Figure 6. Non-pathogenic S. aureus-specific resident memory T (Trm) cells accumulated

to the sites of previous dermatitis.
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Supplementary Methods
Mice

Female C57BL/6 and BALB/c mice were purchased from Charles Rivers Laboratories
(L'Arbresle, France), Cd3e’ and Cre-iDTR mice were kindly provided by B. M. Malissen
(Centre d'Immunologie, Marseille-Luminy, France) and A. Waisman (Institute for Genetics,
Cologne, Germany), Rag2” mice by F. W. Alt (The Howard Hughes Medical Institute and
Department of Biochemistry College of Physicians and Surgeons, Columbia University New
York, New York, USA), Tcrd-GDL-iDTR mice by |. Prinz (Institute of Immunology, Hannover
Medical School, Hannover, Germany), Asc’ mice by V. M. Dixit (Molecular Oncology
Department, Genentech, Inc., South San Francisco, USA), Nur77-¢F" mice by K. A. Hogquist
(Department of Laboratory Medicine and Pathology, University of Minnesota, Minneapolis,
USA) and CD169-DTR mice by M. Tanaka (RIKEN Research Center for Allergy and
Immunology, Yokohama, Kanagawa, Japan). The mice were bred and maintained at the
Plateau de Biologie Expérimentale de la Souris (PBES, SFR Biosciences Gerland-Lyon Sud
UMS344/US8, France) under specific pathogen-free conditions. All the experiments were
conducted at the PBES under specific pathogen-free conditions with mice between 6 and 10
weeks of age at the beginning of the experiments.

Antibodies

Mouse anti-CD45 (clone 104), anti-CD3¢ (clone 145-2C11), anti-TCRpB (clone H57-597),
anti-CD4 (clone GK1.5 or RM4-5), anti-CD8b (clone H35-17.2), anti-TCRyd (clone eBioGL3),
anti-CD103 (clone 2E7 or Ber-ACT8), anti-CD69 (clone H1.2F3), anti-CD90.2 (clone 53-2.1),
anti-CD64 (clone X54-5/7.1), anti-Foxp3 (clone GL-7), anti-IL-17A (clone TC11-18H10), anti-
IFN-y (clone XMG1.2), anti-pro-IL-1B (clone NJTEN3), anti-CD24 (clone CT-HSA), anti-Ly6C
(clone AL-21), anti-GR-1 (clone RB6-8C5), anti-CD127 (clone A7R34), anti-NK1.1 (clone
PK136), anti-CD11b (clone M1/70), anti-Ly6G (clone 1A8), anti-CCR2 (clone 475301), anti-
CD117 (clone 2B8), anti-FceRI (clone MAR-1), anti-SiglecF (clone E50-2440) mAbs were
purchased from BD Biosciences (Le Pont de Chaix, France), Miltenyi Biotech (Bergish
Gladbach, Germany, Thermo Fisher Scientific (Villebon-sur-Yvette, France), BioLegend (Fell,
Germany) and R&D Systems (Lille, France).

Bacteria cultures

For most of the experiments, bacteria were cultured in brain-heart medium (BHI) (Difco,
Saint-Ferréol, France) for 8 hours at 37°C with shaking (200 rpm) to obtain a suspension at
10° CFU/ml. In some experiments, bacteria were cultured in casein hydrolysate—yeast extract

173



medium (CCY) broth medium for optimal expression of toxinsE! for 8 hours at 37°C to obtain a
suspension at 10° CFU/ml. When required, culture suspension was respectively concentrated
by centrifugation to obtain a suspension at 10'© CFU/ml, or diluted in BHI to obtain a
suspension at 108 CFU/ml. After culture, bacteria suspensions were stored at -80°C. The
number of bacteria in diverse solutions was estimated by flow cytometry using an Accuri C6
flow cytometer (BD Biosciences) according to the manufacturer's recommendations. The
concentration was confirmed by the inoculation of a Trypticase soy agar (TSA; Difco) plate
using the easySpiral automatic plater (Interscience), and the exact number of CFU was
determined with the Scan1200 automatic colony counter (Interscience) after 24 h of incubation
at 37°C in an aerobic atmosphere.

In several experiments, bacteria were cultured in presence of 10 pg/ml savarin (KEY
Organics, Camelford, United Kingdom) or 2% DMSO (Sigma-Aldrich).

S. aureus-induced skin inflammation

Bacteria were applied by painting both sides of the ears with a swab. The swab was soaked
in the bacteria suspension and rubbed against both sides of mouse ears until they were visibly
moistened. Topical bacteria application was achieved 4 times at indicated days. Skin
inflammation was assessed by measurement of the ear thickness using a micrometer (Kéfer,
Villingen-Schwenningen, Germany), and ear swelling was calculated according to the following
formula: ear thickness at day X — ear thickness at day 0.

In vivo treatment with savirin

Savirin (KEY Organics) was firstly reconstituted in DMSO (Sigma-Aldrich) at 5 mg/ml, then
diluted with 1x PBS to reach 10 pg/ml. Aliquots were stored at -80°C. For in vivo treatment, 10
ul of savirin 10 ug/ml or DMSO 2% in BHI were applied on the ears using an appropriate pipette
and spread.

Generation of iDTR mice and model of selective depletion of CD4* and CD8* T cells

In Cre-iDTR mice, DTR expression was inhibited by using a STOP cassette, which was
flanked by 2 loxP sites that are removable by using Cre recombinase.F2 They were
backcrossed with CD4-Cre animals to obtain CD4-Cre/iDTR animals® in which all CD4* and
CD8* T cells express iDTR. Lymphopenic Cd3e” animals were transferred intravenously 1
month before bacteria topical applications with CD45+*CD8* (0.5 x 10°) and CD45+*CD4* (1 x
108) T cells that were FACS sorted from naive CD4-Cre-iDTR and wild-type C57BL/6 animals.
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For selective depletions of iDTR* cells, mice received intraperitoneal injections of 1 ug
diphteria toxin (DT, Calbiochem/Millipore, San Diego, USA) in 200 ul PBS, 1 and 4 days before
bacteria applications. When needed, depletion was maintained by weekly injections of DT (0.3
ug in 100 ul PBS).

Cell depletion

For neutrophil depletion, animals were intraperitoneally injected with 100 pug of anti-Ly6G
mAbs (clone 1A8, BioXcell, Lebanon, USA), 1 day before, and 2, 6 and 8 days after the first
bacteria application. IgG isotype (BioXcell) was used as negative control.

For monocyte depletion, animals were intravenously injected with 200 ul clodronate-
liposomes (Liposoma BV, Vrije Universiteit, Amsterdam, Netherlands) 1 day before, and 2, 6
and 8 days after the first bacteria application. Control liposomes (Liposoma BV) were used as

negative controls.

For vo T cell depletion, Tcrd-GDL-iDTR mice were intravenously injected with 25 ng/g DT
in 200 yl PBS 10 days and 7 days before, and 2 and 6 days after the first bacteria application.

Collection of lymph node cells

At the end of the protocol of bacteria application, ear-draining lymph nodes were collected,
crushed on a 100-um strainer. Cell count was achieved, and cells were resuspended in culture
medium in appropriate volume. When needed for proliferation assessment by flow cytometry,
CFSE staining was performed after cell count. Briefly, 107 cells were resuspended in 20 pl of
CFSE 10 uM (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and RPMI for 13 minutes, at 37°C in the
dark. Cells were then abundantly washed with culture medium, counted and resuspended in

appropriate volume.
Cell culture

Cells were cultured at 37°C in a 5% CO2 atmosphere in RPMI 1640 medium supplemented
with 2 mmol/L I-glutamine, 10 mmol/L HEPES, 50 ymol/L B-mercaptoethanol (all from Life
Technologies, Carlsbad, Calif), and 10% FCS (Lonza, Basel, Switzerland).

Generation of bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) and co-cultures with lymph
node cells

BMDCs were generated in vitro from C57BL/6 bone marrow progenitors with GM-CSF, as
previously described.E* BMDCs were collected at day 7 of culture. They were pulsed with heat-
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killed bacteria (10° CFU/ml) for 30 minutes at 37°C or with recombinant toxins (10 pg/ml) for 1
hour at 37°C.

Coculture of 10° lymph node cells and 2x10* BMDCs in 200 pl per well, in a 96-well plate,
was performed for 3 days. At day 3 of culture, 110 ul of culture supernatant were collected and
stored at -20°C for subsequent ELISA analyses. Then, 10 ul per well of 3H-thymidine (final
concentration: 0.5 uCi/well) was added for 7 hours and °H-thymidine incorporation was
counted.

ELISA for cytokines was performed using the manufacturer protocol (DuoSet ELISA
Development System, R&D Systems, Lille, France).

Skin cell isolation

For epidermal and dermal cell isolation, anterior and posterior layers of ears were separated
and incubated for 1 hour at 37°C floating with the interior side down on Dispase Il (1.2 U/mL;
Roche). Epidermal and dermal layers were diced into small pieces, incubated for 45 minutes
at 37°C in collagenase type 1 (121.9 CDU/mL; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
and DNase (2 KU/mL; Sigma-Aldrich) and passed through a 100-um cell strainer to obtain
single-cell suspensions (Thermo Fisher Scientific). Cell viability was determined by using
trypan blue exclusion.

T cell restimulation with PMA and ionomycin

T cells (1 x 108 cells) were restimulated with 0.01 ug/ml PMA and 0.5 pg/ml ionomycin
(Sigma-Aldrich) for 4 hours at 37°C, 5% CO.. Brefeldin A (1 ug/ml, Sigma-Aldrich) was added
for the 3 last hours of incubation.

Flow cytometry analysis

Total cell numbers were calculated based on number of viable cells determined by means
of trypan blue exclusion during the isolation process. In some experiments, the number of skin

cells was estimated by using AccuCheck Counting Beads (Invitrogen).

Cells were firstly treated with Fc block in FACS buffer, at least 10 minutes at 4°C. Live-dead
and extracellular staining was then performed in PBS 1X, with an incubation during 30 minutes
at 4°C in the dark. In absence of intracellular staining, cells were fixed with PFA 2% in FACS
buffer. In case of intracellular staining, cells were treated with appropriate Fix/Perm buffer (BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France) during at least 30 min at 4°C, then stained for 30 min
at 4°C.

176



Flow cytometry acquisition was performed on DIVA software (BD Biosciences) and analysis
on FlowdJo (TreeStar, Ashland, Ore), or on an ImageStreamX Mkll imaging cytometer (Amnis
Corporation, Seattle, USA).

Real-time quantitative PCR

At the indicated time, ears were collected in RNAlater (Life Technologies, Saint-Aubin,
France). Ears were homogenized in Trizol (Life Technologies), using gentleMACS M tubes
and gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotech). The Trizol containing the homogenized tissue
was then treated with chloroform and centrifugated for 15 min, to separate RNA and other
biomolecules such as proteins. Ethanol 70% was then added, and the solution transferred into
column from RNeasy Mini Kit (Qiagen). Next steps were performed according to the
manufacturer notice. At the end of the isolation, RNA concentration was assessed using
NanoDrop One (Ozyme, Saint-Cyr-I'Ecole, France).

Next, RNA was treated with DNase (Ambion DNA-free kit, Thermo Fisher) for 30 minutes
at 37°C. Retrotranscription was performed using Superscript IV reverse transcriptase
(Invitrogen) in presence of random primers, deoxynucleotide triphosphates (dNTPs),
dithiothreitol and RNase Out (Invitrogen).

The FastStart Universal SYBR GreenMaster kit (Roche) was used for quantitative PCR.
Primers for Ifng (Invitrogen, forward sequence 5-ATCTGGAGGAACTGGCAAAA-3 and
reverse sequence 5-TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGGTA-3'), ll1b (Invitrogen, forward
sequence 5-GCTTGTGCTCTGCTTGTGAG-3 and reverse sequence 5-
CCCAAGCAATACCCAAAGAA-3), 16 (Qiagen), /4 (Invitrogen, forward sequence 5'-
CATCGGCATTTTGAACGAG-3 and reverse sequence 5-CGAGCTCACTCTCTGTGGTG-
3’), 115 (Qiagen), I13 (Qiagen), Il17a (Qiagen, QT00103278), /I22 (Qiagen), /23 (Invitrogen,
forward sequence 5-CACCTCCCTACTAGGACTCAGC-3 and reverse sequence 5'-
TGGGCATCTGTTGGGTCT-3), ll25 (Qiagen), /133 (Invitrogen, forward sequence 5'-
TGCATGAGACTCCGTTCTGG-3' and reverse sequence 5-TCCCGTGGATAGGCAGAGAA-
3"), I36a (Sigma-Aldrich, forward sequence 5-TGCCCACTCATTCTGACCCA-3’ and reverse
sequence  5-GTGCCACAGAGCAATGTGTCGTGCCACAGAGCAATGTGTC-3'), 11369
(Sigma-Aldrich, forward sequence 5-ATGGACACCCATCTTTGCTG-3’ and reverse sequence
5-ACTCGTAAGCAATGCTACTGC-3), Tnf  (Invitrogen, forward sequence 5'-
AGTGCCTCTTCTGCCAGTTC-3' and reverse sequence 5-TAGCTCCCAGAAAAGCAAGC-
3’) and Tsip (Qiagen) were used.

Real time quantitative PCR was performed on StepOne Plus Real-Time PCR System
(Thermo Fisher). Results were analyzed with StepOne Plus Software (Thermo Fisher).
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Hematoxylin and eosin histology

Freshly collected ears were immersed in 10% formalin (Sigma-Aldrich) overnight at 4°C.
Tissues were then dehydrated with ethanol and xylene and embedded in paraffin wax using
the Leica TP1020 Automatic Tissue Processor (Leica Biosystem). 5-um sagittal sections were
cut through the tissues with a microtome. Then, tissue sections were dewaxing and rehydrated
by successive baths with xylene, ethanol and PBS, followed by staining with Harris
Hematoxylin (Sigma-Aldrich) and Eosin (Sigma-Aldrich). We imaged stained sections using
Axiolmager (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany) and images were analyzed using
Imaged software (National Institutes of Health, Bethesda, USA).

Giemsa staining was performed by the Centre d'Imagerie Quantitative Lyon-Est (CIQLE,
Lyon, France).

Toxin-specific IgG measurements

IgG levels against 69 recombinant S. aureus proteins were measured in serum samples
using a bead-based flow cytometry technique (XMAP, Luminex Corporation, Austin, USA), as
previously described,®® with the exception that a secondary goat polyclonal antibody to mouse
IgG-PE (Abcam, Cambridge, United Kingdom) in a dilution of 1:100 was used.

All measurements were taken in duplicate, and the median fluorescence intensities (MFIs),
a semi quantitative measure of antibody levels, were averaged. Duplicate measurements for
which the coefficient of variation was larger than 25 % were excluded from further analysis. All
measurements were corrected for non-specific background signal by subtracting the MFls of

control beads not coupled to any protein.
Toxin quantification by mass spectrometry

Bacteria were cultured in CCY Broth Medium for 8 hours at 37°C with shaking (200 rpm),
eventually in presence of 10 pg/ml savarin or 0.5% DMSO. Culture was then collected and
analyzed by mass spectrometry (Ultraflex MALDI-ToF; Bruker Daltonics).

AgrA/RNAIIl expression by RT-qPCR and a-hemolysin quantification by ELISA

Bacteria were cultured in presence of 10 pg/ml savarin or 0.5% DMSO, in CCY Broth
Medium for 8 hours at 37°C to obtain a suspension at 10° CFU/ml.
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RNA extractions were performed using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). A DNAse
treatment was performed on 10 pg of RNAs using TURBO DNA-free (Invitrogen). The absence
of contaminating gDNA was controlled by PCR. cDNA was synthetized from 1 uyg RNA using
the Reverse Transcription system kit (Promega). The gPCR reactions were performed with
PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) following the
manufacturer’s instructions. Primers  for RNAIIl  (forward sequence  5'-
GGAAGGAGTGATTTCAATGG-3 and reverse sequence 5-GGGATGGCTTAATAACTCATA-
3), agrA (forward sequence 5-TGCGAAGACGATCCAAAACAA-3 and reverse sequence 5'-
TAGCTTGCTCAAGCACCTCA-3), gyrB (forward sequence 5-
GGTGGCGACTTTGATCTAGC-3’ and reverse sequence 5-TTATACAACGGTGGCTGTGC-
3’) and pta (forward sequence 5-AAAGCGCCAGGTGCTAAATTAC-3 and reverse sequence
5-CTGGACCAACTGCATCATATCC-3’) were used. Gene expression analyses were
performed using the ACt method.

a-hemolysin (Hla) quantification by ELISA

Bacteria were cultured in CCY Modified Medium for 8 hours at 37°C to obtain 10° CFU/ml|,
in presence of 10 pg/ml savarin or 0.5% DMSO.

The concentration of Hla in the supernatant was quantified as previously described,¢ using
a specific sandwich-type ELISA (kindly provided by GlaxoSmithKline Vaccines) targeting Hla
with a solid-phase GlaxoSmithKline (GSK) monoclonal antibody anti-Hla. Detection of the
antibody—antigen complex was performed with a GSK polyclonal rabbit anti-Hla antibody
followed by a peroxidase-conjugated goat anti-rabbit antibody. The concentration of Hla in
each sample was calculated using the linear regression method using a standard curve
generated using an Hla reference solution (10 ng/mL).

Quantification of bacteria colonization

To determine the number of colony forming units (CFUs) that persist at the site of
application, mouse ears were harvested at indicated time points. Each ear was weighed,
homogenized in 1 ml of PBS (gentleMACS Dissociator, Miltenyi Biotec), diluted in sterile PBS,
and plated on S. aureus selective agar (SAID, bioMérieux, France). Colonies were counted
after 24h of incubation at 37°C. Raw microbiological count data (CFU/plate) were initially
converted into CFU per unit weight of skin, taking into account prior dilutions, the weight (g) of
the half-ear and the volume (1ml) of PBS used for tissue homogenization: CFU/g skin =
(CFU/plate) x (dilution) x (1ml/g skin sample).

Production of recombinant proteins
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The S. aureus strain USA300 was used to amplify coding sequences of toxins. Escherichia
coliM15 (Qiagen) and E. coli BL21 DE3 (Invitrogen) were used for plasmid amplification and
genetic manipulations. Primers were designed following the identification of suitable
hybridization sites in the toxin genes. Chromosomal DNA of S. aureus was extracted and used
as a template for PCR amplification. The 5'-primers were chosen within the coding sequence
of each gene, omitting the region predicted to encode the signal peptide, as determined on the
SignalP V3.0 World Wide Web Prediction Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
The 3'-primers were chosen to include the stop codon of the toxin genes. Primers are
presented in the Table S1. PCR products were codigested with appropriate restriction
enzymes (New England Biolabs, Ipswich, USA), purified with the High Pure PCR Product
Purification kit (Roche, Meylan, France) and ligated using T4 DNA Ligase (Promega, Madison,
WI, USA) into either the pQE-30 (Qiagen, Courtaboeuf, France) or pET21b (Novagen)
expression vectors that had been digested with the restriction enzymes described in Table S1.
The resulting pQE plasmids were transformed into E. coli strain M15. For toxin expression in
pET21b, the vector was transformed into E. coli strain DH5a (Life Technologies, Saint-Aubin,
France) before transformation into E. coli strain BL21 DE3. The integrity of the open reading
frame was verified by sequencing the junctions between the plasmid and the insert.

Transformed E. coli cells grown exponentially in Luria—Bertani broth (LB; Conda, Madrid,
Spain) medium supplemented with ampicillin 100 mg ml were inoculated into 1 | of fresh LB
medium and incubated with continuous rotary shaking for 2-3 h at 37°C until OD600 reached
0.5-0.7. Protein expression was induced by adding isopropyl-b-d-thiogalactopyranoside at a
final concentration of 1 mM. After 5 h, the cultures were then centrifuged at 4000 g for 20 min
at 4°C. The cell pellets were stored overnight at -80°C, thawed for 15 min on ice and
resuspended in lysis buffer (Qiagen). The lysates were sonicated on ice after adding lysozyme.
Then, the lysates were centrifuged at 10 000 g for 30 min at 4°C and the supernatants were
collected. The His-tagged proteins were purified on Ni-nitrilotriacetic acid columns (Qiagen)
and dialysed against PBS. Contaminating LPS was then eliminated using a Polymixin-B
column (Detoxi-Gel Endotoxin Removing gel, Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette,
France) following manufacturer’'s instructions. Protein concentrations were determined
according to the Bradford method. The quality of toxin preparations was assessed by a Limulus
amebocyte lysate assay (Lonza, Levallois- Perret, France).

Bacteria genotyping

Microarray-based genotyping of S. aureus clinical strains was performed using S. aureus
genotyping kit 2.0 (Alere, Germany). The detailed protocol has been previously described.E”
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Generation of S. aureus AlukE AD04.E17 and GFP-fluorescent ADO4.E17

Deletion of IukE gene (ALUKE) in S. aureus AD04.E17 strain was performed using pMAD,
as previously described.®® Chromosomal regions upstream and downstream of the IukE
sequence were amplified by PCR (P1/P2 and P3/P4, respectively) and then cloned into pMAD
vector. The resulting plasmid was electroporated into RN4220 recipient strain and then
transferred to AD04.E17. Growth at non-permissive temperature (44°C) was followed by
several subcultures at 30°C and 37°C to favor double crossing over.

We used the pACL1484 plasmid for the construction of the GFP-fluorescent S. aureus
AD04.E17 (LUG3406). Chromosomal DNA from S. aureus strain SH1000 was used as PCR
template, and amplified regions were ligated into the EcoRI and Xbal sites of pALC1484. The
plasmid was then introduced into S. aureus RN4220 by electroporation, and chloramphenicol-
resistant colonies were selected before the plasmid was transferred into S. aureus strain
ADO04.E17 via standard electroporation.

Statistical analyses

Statistics were calculated with GraphPad Prism software 9 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla, USA) by using parametric unpaired t-test or 1-way ANOVA when
appropriate.

Study approval

The experiments were performed according to the European Community rules on animal
care with permission and ethical approval from the local institutional review board (Comité
Régional d’Ethique sur I'Expérimentation animale) and the French Authorities (Approval
#37428-2022050221555632).
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Supplementary Figure Legends
Figure S1. Time course of S. aureus AD04.E17 colonization.

The clinical S. aureus AD04.E17 strain was applied onto the ears of C57BL/6 mice, and the
amount of bacteria colonizing the skin was quantified at different time points, as described in
Fig.1A. Results are expressed as mean values of S. aureus CFU/g of tissue after ex-vivo
cultures of ear biopsy extracts.

Figure S2. Genetic features and toxins produced by clinical S. aureus strains.

(A) Genetic characterization of S. aureus AT1446, AD04.E17 and ADO03.A2 strains,
determined using DNA microarray. The presence or absence of gene sequences coding for
proteins of Agr-QS system, of resistance, of the superantigen, PSM, leukocidin and hemolysin
families, or coding for different proteases and adhesion factors, is reported in the table. (B)
Characterization of the toxin production by S. aureus AT1446, AD04.E17 and AD03.A2
strains. After 18 hours of culture in BHI medium, culture supernatant was collected and the
secretion of 9 different PSMs, leukocidins and hemolysins was analyzed by mass
spectrometry. Results are depicted as spider plot of normalized values.

Figure S3. Lineage gating strategies used to identify leucocyte subsets infiltrating the
inflamed skin at day 9.

Representative example of the gating strategies used to identify leucocyte subsets infiltrating
the skin of AD04.E17- or vehicle-applied C57BL/6 mice.

(A) Gating strategy for T cell subset analysis. After doublet exclusion, viable (live-dead
negative) CD45* hematopoietic cells were then progressively subcategorized into a8 T cells
(CD45*TCRap* cells), dermal yd T cells (CD45*TCRyd™) and DETC (CD45*TCRyd"") cells.
af T cells were then further subcategorized into CD4* T cells (CD45*TCRap*CD4*) and CD8*
T cells (CD45* TCRaB*CD8b*), and next in Foxp3+ Treg cells (CD45*TCRap*CD4*Foxp3*).

(B) Gating strategy for neutrophil, basophil, mast cell and eosinophil recognition. After doublet
exclusion, viable CD45* cells devoid of TCRap*, TCRyd*, B220* and CD64* cells (DUMP),
were subcategorized into neutrophils (CD11b*Ly6G*), eosinophils (CD11b*Ly6G SiglecF*),
mast cells (CD11b"CD117*) and basophils (CD11b"CD117).
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(C) Gating strategy for monocyte and macrophage detection. After doublet exclusion,
monocytes/macrophages were identified thanks to selection of viable CD45* cells devoid of
TCRaB*, TCRyd*, B220* and NK1.1* cells (DUMP), then selection of CD24°“CD11b* cells and
exclusion of Ly6C CD64  cells.

(D) Gating strategy for NK+ILC identification. After doublet exclusion, NK cells and ILCs were
identified, after selection of viable CD45* cells and exclusion of TCRaf*, TCRyd*, B220* and
CD64* cells (DUMP), as CD45*CD3¢CD90.2*CD127* cells.

Figure S4. Characterization of additional cytokine markers present in the inflamed skin
of AD04.E17-applied mice.

The expression of Tnf, 1125, 1123 and /L33 mRNA transcripts, in the skin of AD04.E17- and
vehicle-applied C57BL/6 mice, was analyzed by RT-gPCR as described in Fig.3C. Shown are
individual and mean +/- SEM values of relative marker expression compared to GAPDH/actin
expression, at days 0, 2 and 9.

NS: non-significant; * p < 0.05.

Figure S5. The applications of S. aureus AD04.E17 suspension in presence of savirin
inhibits the expression of //4 and IL17a mRNA transcripts in the skin at day 9. C57BL/6
mice were applied with suspensions of AD04.E17 strain, cultured in presence of DMSO or
savirin, as described in Fig.2G. The expression of several cytokine mRNA transcripts in skin
biopsies was analyzed by RT-gPCR. Shown are individual and mean +/- SEM values of relative
marker expression compared to GAPDH/actin expression, at day 9

NS: non-significant; * p < 0.05, ** p < 0.01.

Figure S6. Topical applications of S. aureus ADO04.E17 strain induce a weak
inflammation in BALB/c mice.

(A) Experiment protocol. BALB/c mice were applied with suspensions of AD04.E17 strain or
vehicle (brain-heart infusion medium) as described in Fig1. Clinical skin inflammation was
assessed by ear thickness measurements, till day 8, and the expression of several cytokine
mRNA transcripts in skin biopsies was analyzed by RT-qPCR.
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(B) Kinetic of skin inflammation, expressed as means +/- SEM of ear swelling, calculated
according to the following formula: ear thickness at day X — ear thickness at day 0.

(C) Magnitude of skin inflammation, depicted as individual and mean +/- SEM data of ear
swelling AUC from day 0 to day 8.

(D) Quantification of Ifng, 114, 1113 and IL17a mRNA expression. Shown are individual and
mean +/- SEM values of relative marker expression compared to GAPDH/actin expression, at
days 0 and 8.

NS: non-significant; * p < 0.05, **** p < 0.0001.

Figure S7. Flow cytometry data illustrating specific cell defect or depletion in the
different mouse models used in Fig.4.

The lymph nodes and spleen from genetically or experimentally cell-depleted mouse models
were analyzed by FACS 24 hours after the last S. aureus AD04.E17 applications, at day 9.
Shown are representative FACS plots.

(A) ap and y& T cell defect in Rag2"- mice. ap T cells are viable CD45*TCRap* cells; yd T
cells are viable CD45*TCRyd* cells.

(B) Depletion of T cell subsets in Cd3e’ mice reconstituted with CD4+*iDTR* and
CD8*iDTR* T cells and injected with DT or PBS. CD4* T cells are viable CD45+*CD4+ cells
and CD8* T cells are viable CD45*CD8b* cells.

(C) yd T cell depletion in Tcrd-GDL-iDTR mice treated with DT or PBS. of3 T cells are
viable CD45* TCRaf* cells; yo T cells are viable CD45*TCRyd* cells.

(D) Monocyte/macrophage depletion in mice treated with clodronate-liposome or
control-liposome. Monocytes/macrophages were viable CD45+ [CD3g NK1.1 Ly6G] CD24™"
CD64* cells.

(E) Neutrophil depletion in mice treated with anti-Ly6G antibody or isotype. Neutrophils
are viable CD45* GR-1* Ly6C™ cells.

Figure S8. Gating strategies used to track GFP-tagged S. aureus AD04.E17* and pro-IL-
1B* monocytes/macrophages and neutrophils.
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Representative example of the gating strategies used to identify the capture of S. aureus
bacteria by skin monocytes/macrophages and neutrophils, 6 hours after the second application
of GFP-tagged AD04.E17 strain on mouse ears, and their expression of pro-IL-13, as shown
in Fig.4E.

Staining performed on skin cells isolated from naive C57BL/6 mice and mice applied with non-
fluorescent AD04.E17 strain are shown as controls.

Monocytes/macrophages identified by FACS were viable CD45+ [CD3g NK1.1 Ly6G] CD24™
CD64"9" cells. Neutrophils were viable CD45+ [CD3s NK1.1 Ly6G] CD24"9" CD64™ cells.

Figure S9. Topical exposures to S. aureus result in toxin- and adhesion factor-specific
IgG responses.

IgG level measurements against 69 recombinant toxins or adhesion factors performed in
mouse sera, > 30 days after the topical exposure to S. aureus AD04.E17. Samples collected
in naive C57BL/6 mice were used as controls. Dots depict individual IgG MFI values, as
detected by bead-based flow cytometry.

Figure S10. The applications of S. aureus AD04.E17 strain deficient in LUKED production
induces similar IgG responses against other toxins and adhesion factors.

IgG level measurements against 69 recombinant toxins or adhesion factors performed in
mouse sera, > 30 days after the topical exposure to WT or ALUKE S. aureus AD0O4.E17. Dots
depict individual lgG MFI values, as detected by bead-based flow cytometry.

Figure S11. Gating strategy used to track the nature of proliferating lymphocytes
producing IL-17A and IFN-y in standard CFSE dilution assay.

Representative example of the gating strategy used to track the nature of proliferating
lymphocytes producing IL-17A and IFN-y in standard CFSE dilution assay in Fig.5D&F.
Proliferating lymphocytes identified by flow cytometry are viable CD45+ CD3¢* CFSE" cells.
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Figure S12. WT and LukED-deficient (ALUkE) aureus AD04.E17 are endowed with the

same pro-inflammatory properties.

C57BL/6 mice were applied with suspensions of WT or ALUKE AD04.E17 strain, as described
in Fig1. Results depict the kinetic of bacteria-induced skin inflammation throughout the
protocol, and expressed as means +/- SEM of ear swelling, calculated according to the
following formula: ear thickness at day X — ear thickness at day 0 (A). Results also depict the
magnitude of skin inflammation, as expressed as individual and mean +/- SEM data of ear
swelling AUC from day 0 to day 9 (B).

NS: non-significant.

Figure S13. Gating strategy used to track the accumulation of T resident memory cells
at the sites of previous dermatitis, in C57BL/6 mice.

Representative example of the gating strategy used to track the persistence of resident
lymphocytes to the sites of previous S. aureus AD04.E17-induced dermatitis, > 30 days after
the topical bacteria exposure in C57BL/6 mice. Trm cells are CD69*CD103* cells in viable
CD8* T cells (CD45*TCRaB*CD8b*), CD4* T cells (CD45*TCRap*CD8b’) or yd T cells
(CD45*TCRyd").

Figure S14. Gating strategy used to track the reactivation of S. aureus-specific resident
memory T (Trm) cells at the sites of previous dermatitis, in Nur77-¢° mice.

Representative example of the gating strategy used to track the reactivation of S. aureus-
specific resident lymphocytes to the sites of previous AD04.E17 strain-induced dermatitis. In
order to assess the specificity of resident lymphocytes regarding S. aureus, S. aureus
ADO04.E17 applications were performed onto the ears of Nur77¢F" mice, in which T cells
express the GFP reporter upon TCR-mediated stimulation. Once the primary response to S.
aureus was resolved, at day 60, we reapplied the bacteria on the healed skin and collected the
ears 18 hours later for FACS analysis. T cells isolated from the skin of naive C57BL/6 mice
applied with the bacteria were used as control. S. aureus-specific Trm cells are viable
CD45*CD64 CD90.2*GFP* cells. We also analyzed the expression of CD4, CD8b and CD69
markers in respective GFP* aff and yd T cells, as well as the expression of GM-CSF, IL-17A
and IFN-y.
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Figure S15. CD169* macrophages are not involved in S. aureus AD04.E17-induced

inflammation.

C57BL/6 mice were applied with a suspension of AD04.E17 strain, as described in Fig1.
Results depict the magnitude of skin inflammation, as expressed as individual and mean +/-
SEM data of ear swelling AUC from day 0 to day 9.

NS: non-significant.
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Figure S1. Time course of S. aureus AD04.E17 colonization.
S. aureus AD04.E17 colonization over time
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Figure S3. Lineage gating strategies used to identify leucocyte subsets infiltrating the
inflamed skin at day 9.
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Figure S4. Characterization of additional cytokine markers present in the inflamed skin
of AD04.E17-applied mice.
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Figure S5. The applications of S. aureus AD04.E17 suspension in presence of savirin
inhibits the expression of //4 and /L17a mRNA transcripts in the skin at day 9.
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Figure S6. Topical applications of S.

inflammation in BALB/c mice.

A

Relative quantity
vs GAPDH/actin

aureus ADO04.E17 strain

induce a weak

S. aureus painting
] 2 s 7
v Vv VvV @
s 8 A p Days
BALB/c qRT-PCR C Skin inflammation — AUC D0-D8
300 Err s
- L o %
Skin inflammation - kinetic 5 1501 %!
3 2 150
10 -e ADD4E17 %
= . on
E 25 -~ \ehide % 100
E’ 20 z
g 15 &
= 10
L
5 A @
" iF
01— T T T T T T er?’ \yz?\
0 1 2 3 5 7 8 vﬁ)
Days
AD04.E1T — Inflammatory cytokines
Ifng 14 3 17a
8x10 1x10~ NS 1%10°2 i 310+ .
o 5x10 51 ° 1 -8—
s 410 = 810 1.5%104
x10-5 =E =5 £E
o NS E8 300 & So.0 EE
42105 gg g’% g—g 1104
g% %105 o é%ﬂx‘”]ﬁ E%
% @ % @ % @ 5x104
210 €2 110 & L2x109 gz 7
0 0 0 0
0 9 0 9 0 9 9
Days Days Days Days

193



Figure S7. Flow cytometry data illustrating specific cell defect or depletion in the

different mouse models used in Figure 4.
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Figure S8. Gating strategies used to track GFP-tagged S. aureus AD04.E17* and pro-IL-
1B* monocytes/macrophages and neutrophils.
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-specific

Figure S9. Topical exposures to S. aureus result in toxin- and adhesion factor

IgG responses.
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ion factors.

d adhes

Figure S10. The applications of S. aureus AD04.E17 strain deficient in LUKED production
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Figure S11. Gating strategy used to track the nature of proliferating lymphocytes
producing IL-17A and IFN-y in standard CFSE dilution assay.
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Figure S12. WT and LukED-deficient (ALUkE) aureus AD04.E17 are endowed with the

same pro-inflammatory properties.
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Figure S13. Gating strategy used to track the accumulation of T resident memory cells
at the sites of previous dermatitis, in C57BL/6 mice.
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Figure S14. Gating strategy used to track the reactivation of S. aureus-specific resident
memory T (Trm) cells at the sites of previous dermatitis, in Nur77-¢° mice.
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Figure S15. CD169* macrophages are not involved in S. aureus AD04.E17-induced
inflammation.
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Table S1. Primers and restriction enzymes for recombinant toxin production.

E. coli strain Restriction
Toxin Primers
and plasmids enzymes
Hla BL21 DE3 5- TCTGCTAGCGGCAGATTCTGATATTAATATTAAAACC -3’ Nhel / Xhol
pET21b 5- CAACTCGAGGCCCTGAAAATACAGATTTTCATTTGTC -3’
LukD M15 5- TCTGGATCCGCTCAACATATCACACCTGTAAG -3 BamHlI / Pstl
pQE30 5- CAACTGCAGTTATACTCCAGGATTAGTTTC -3
LukE M15 5- TCTGGATCCAGAGCAAATACTAATATTG -3 BamHlI / Pstl
pQE30 5- CAACTGCAGTTAATTATGTCCTTTCAC -3’
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Introduction

Dans notre étude présentée précédemment, nous avons démontré que I'exposition cutanée
a une souche clinique de S. aureus sur une peau intacte induit une réponse adaptative robuste
vis-a-vis de la bactérie et de ses FV et que, a distance de l'inflammation primaire, des LTrm
persistent dans la peau préalablement exposée a S. aureus. Toutefois, ces LTrm ne sont pas
responsables de réactions d’hypersensibilité cutanée ou d’une protection vis-a-vis de la

persistance de S. aureus en cas de réexposition a la bactérie.

La DA est une pathologie inflammation caractérisée par une altération de la barriére
cutanée et une inflammation cutanée chronique. Il a été démontré que la peau lésionnelle et
non-lésionnelle des patients atteints de DA partagent des populations cellulaires (comme les
LTrm) et I'expression de génes de I'inflammation (Brunner et al., 2017; Suarez-Farinas et al.,
2011), suggérant un phénoméne d’inflammation infracliniue de la peau de DA. Ce
phénoméne pourrait alors exister avant méme I'apparition des symptdmes de DA. Nous avons
donc cherché a déterminer si la souche clinigue de S. aureus particulierement pro-
inflammatoire, la souche ADO04.E17 précédemment utilisée, pouvait induire des LTrm
pathogéniques (capables d’induire une réaction d’hypersensibilité en cas de réexposition a la
bactérie) ou protecteurs (capables de limiter la persistance de la bactérie) lorsqu’elle était
appliquée sur une peau inflammatoire ou sur une peau ayant un défaut congénital de sa

fonction barriere.

Nous avons donc réalisé des expérimentations complémentaires en adaptant notre modeéle
d’exposition naturelle a S. aureus a différents modeles d’inflammation cutanée, dans lesquels
la réponse est soit orientée vers une réponse de type 2, c’est a dire avec production d‘IL-4 et
d’IL-13 dans le microenvironnement, soit orientée vers une réponse de type 17, c’est-a-dire
avec production d’IL-17A, IL-17C et/ou IL-22. Pour induire une polarisation de type 2 et de
type 17, une co-application de calcipotriol [MC903] ou d'imiquimod [IMQ] a été réalisée. Un
troisiéme modele présentant un déficit génétique en FLG (souris Flg’) a également été aussi

évalué.

Ces données complémentaires montrent que l'immunisation contre S. aureus par voie
cutanée est modulée par le microenvironnement cutané, induisant une réponse mémoire
pathogénique de type hypersensibilité, ou protectrice de type vaccination. Elles doivent faire
I'objet de confirmation et d’approfondissement pour déterminer les mécanismes impliqués

dans ces phénoménes.
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Méthodes

Ne sont rapportées ici que les méthodes complémentaires de celles exposées dans le

manuscrit précédent.
Induction d’une inflammation cutanée de type 17 ou 2

Pour induire une inflammation de type 17 au moment de la primo-colonisation a S. aureus,
10 pl d”imiquimod (IMQ, Aldara 5%, MEDA Pharma, Paris, France)(Gilliet et al., 2004) ont été
appliqués par oreille, a l'aide d’un distributeur automatique et d’'une pipette de volume adapté.
L’application d’'IMQ a été réalisée quotidiennement de JO a J3 et de J6 a J9 ; les jours de co-
application avec S. aureus AD04.E17, 'IMQ a été appliqué 20 minutes avant la suspension de
bactéries.

Pour induire une inflammation de type 2 au moment de la primo-colonisation a S. aureus,
12,5 ul de calcipotriol, un analogue de la vitamine D3 (MC903, Sigma-Aldrich ; solution a 45
nmol/ml dans une solution 80% d’acétone et 20% d’huile d’olive)(Moosbrugger-Martinz et al.,
2017) ont été appliqués sur chaque face de chaque oreille (soit 25 pl par oreille), a 'aide d’'une
pipette de volume adapté. L’application de MC903 a été réalisée a JO, J2, J6 et J8, 10 minutes
avant l'application de S. aureus AD04.E17.

Souche de souris Flg”

Les expérimentations sur les souris Flg” (constituées sur un fond génétique de C57BL/6)
ont été réalisées dans le laboratoire de Saeko Nakajima (Département de dermatologie, Kyoto
University Graduate School of Medicine, Kyoto, Japon). Des souris C57BL/6 ont été utilisées
en contrbles WT, comme précédemment réalisé (Oyoshi et al., 2009). Les souris ont été

incluses dans les expérimentations entre 6 et 10 semaines de vie.
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Résultats

La co-application épicutanée d’irritants modifie la réponse mémoire a S. aureus a
distance de la primo-exposition a la bactérie en favorisant une réponse pathogénique
ou protectrice.

Afin d’induire une réponse inflammatoire cutanée orientée vers une réponse de type 2 ou
de type 17, nous avons réalisé 4 applications épicutanées de S. aureus AD04.E17 sur la peau
de souris C57BL/6 comme précédemment décrit, conjointement a de I'lMQ, un agoniste du
TLR-7 utilisé comme modeéle de psoriasis (Li et al., 2021), ou du calcipotriol (MC903), un
analogue de la vitamine D3 utilisé comme modele de DA (Li et al., 2017).

Lorsque I''MQ ou le MC903 ont été appliqués seul, c’est a dire en I'absence d’application
conjointe de S aureus, ces composés ont induit une inflammation cutanée d’intensité proche
de celle induite par S. aureus ADO4.E17 (Fig.1A et B). Les inflammations induites par
I'application épicutanée d’AD04.E17+IMQ et ADO4.E17+MC903 se sont révélées en revanche
1,5 a 2 fois plus importantes que I'application seule de S. aureus AD04.E17, IMQ ou MC903
(Fig-1A&B), avec une cinétique d’augmentation de 'cedéme plus rapide lors de I'application
d’ADO4.E17+4IMQ (0 a 250 pm d’cedéme en 3 jours) en comparaison a l'application
d’AD04.E17+MC903 (0 a 250 ym d’cedéme en 8 a 9 jours) (Fig.1A).

Nous avons ensuite cherché a déterminer si le fait d’appliquer de I'IMQ ou du MC903 lors
de la primo-exposition modifiait la réponse immunitaire vis-a-vis de S.aureus et favorisait le
développement d’une réaction d’hypersensibilité, lors d’'une nouvelle exposition. Pour cela, >
30 jours apres la derniére application de bactéries (a cette période, aucun S. aureus n’'a été
détecté sur la peau préalablement exposée, données non montrées), une application unique
de S. aureus AD04.E17 a été réalisée comme décrit précédemment, et I'inflammation cutanée
a été suivie en mesurant I'épaisseur des oreilles. Comme attendu, I'inflammation cutanée s’est
révélée similaire chez les souris préalablement appliquées par S. aureus AD04.E17 ou par le
véhicule (BHI) (Fig.1C&D). Cela a été également le cas lorsque I'on a comparé les souris
appliquées avec AD04.E17+IMQ et celles appliquées avec de I'IMQ uniquement (Fig.1C&D).
En revanche, si la réapplication de la bactérie sur une peau antérieurement appliquées avec
du MC903 a généré une inflammation modérée en comparaison a toutes les autres conditions,
la réapplication sur une peau antérieurement atteinte de AD04.E17+MC903 a induit une
inflammation majorée, suggérant un phénoméne d’hypersensibilité a S. aureus (Fig.1C&D).
Afin de déterminer le caractére protecteur d’'une exposition préalable a S. aureus, nous avons
collecté les oreilles 7 jours apres la réexposition a la bactérie et caractérisé la quantité de
bactérie persistant sur/dans la peau. Comme attendu, les souris appliquées préalablement par
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S. aureus ou le BHI étaient colonisées de maniére similaire, confirmant 'absence de protection
induite par 'immunisation a S. aureus (Fig.1E). Cela a été également le cas chez les souris
appliquées avec du MC903 ou l'association AD04.E17+MC903 (Fig.1E). En revanche, la
colonisation bactérienne a S. aureus s’est révélée significativement réduite chez les souris
préalablement appliquées avec la combinaison AD04.E17+IMQ, en comparaison a celle
appliquées avec de I'lMQ uniquement, suggérant ici un réle protecteur de I'immunisation a S.
aureus (Fig.1E). Ainsi, ces résultats démontrent que la primo-exposition a S. aureus et IMQ
induit a distance une réponse mémoire protectrice, tandis que la primo-exposition conjointe a
S. aureus et MC903 induit une réponse mémoire pathogénique de type hypersensibilité, non
protectrice.

Nous avons ensuite cherché a déterminer si ces différences de réponses secondaires a S.
aureus pouvaient étre dues a des différences dans le nombre, le phénotype ou les fonctions
des LTrm qui se sont accumulés sur les sites de primo-exposition. Pour cela, nous avons
appliqué les combinaisons S. aureus AD04.E17 + IMQ, MC903 ou véhicule, comme
precédemment décrit, chez des souris Nur77-GFP. > 30 jours aprés la derniere application
topique de bactéries, nous avons réappliqué S. aureus AD04.E17 et collecté les oreilles 18
heures plus tard pour analyser les LTrm par cytométrie en flux (Fig.S1). Une fois les cellules
extraites, une partie de celles-ci a été utilisée pour caractériser la persistance de LTrm sur la
base de I'expression des marqueurs CD69 et CD103 (Fig.1F, partie gauche). La spécificité
des LTrm vis-a-vis de S. aureus a été ensuite analysée en quantifiant 'expression de la GFP
(Fig.1F, partie droite). La seconde partie des cellules a également été restimulée 4 heures
avec de la PMA et de la ionomycine, en présence de bréfeldine A, afin de caractériser la
production des cytokines IL-17A, IL-4 et IFN-y (Fig.1G).

Un nombre accru de LTrm CD8* épidermiques, et de LTrm CD4* et yd dermiques a été
détecté chez des souris appliquées avec l'association AD04.E17+MC903 en comparaison
avec celles appliquées uniqguement avec S. aureus ADO04.E17 (Fig.1F, partie gauche).
Concernant les souris appliquées avec l'association AD04.E17+IMQ, seule une hausse de
LTrm CD8* épidermiques a été observée. Cependant, I'analyse des cellules spécifiques a
permis de mettre en évidence principalement une accumulation de LTrm CD4+ dermiques et
a un degré moindre (une tendance est clairement visible méme si les résultats ne sont pas

significatifs) des LTrm CD8+ et LTrm yd dermiques (Fig.1F, partie droite).

Il n'a pas été possible d’analyser la production cytokinique des LTrm spécifiques du fait
qu’une restimulation par PMA et ionomycine induit 'expression de Nur77 et donc de la GFP
au sein de tous les LT (Ashouri and Weiss, 2017). De méme, des essais de restimulation ont
été réalisé avec des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse et chargées avec un
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extrait bactérien tué par la chaleur, mais sans succes ; ceci en raison du tres faible nombre de
LTrm qu’il a été possible d’extraire des peaux préalablement atteintes. Nous avons donc

analyseé I'expression de cytokines par les LTrm totaux.

Apreés restimulation par PMA et ionomycine, les LTrm CD4+ isolés des souris appliquées
par S. aureus AD04.E17 uniquement produisaient essentiellement de I'lL-17A (environ 4% des
LTrm CD4+ épidermiques et 2,5% des dermiques) et de I'lL-4 (entre 1,5 et 2% des LTrm CD4+*
épidermiques et dermiques)(Fig.1G) ; leurs LTrm CD8* produisaient de I'lFN-y, de 'lL-4 et de
I'IL-17A, mais essentiellement les épidermiques (respectivement 5%, 1% et 1,5% des LTrm
CD8*)(Fig.1G). Enfin, les LTrm y& exprimaient trés largement de I'lL-17A (40% des LTrm yd
épidermiques et 30% des LTrm dermiques) et prés de 10% des LTrm yd épidermiques
produisaient de I'lFN-y (Fig.1G).

Nous avons observé que les LTrm épidermiques ou dermiques (notamment les LTrm CD8*
et yd) des souris appliquées avec 'association AD04.E17+MC903 produisaient plus d’IL-4 et
moins d’IL-17A que les LTrm des souris controles appliquées avec S. aureus AD0O4.E17
uniqguement (Fig.1G). A l'inverse, une légére augmentation d’IFN-y a été détecté pour les LTrm
CD8* epidermiques (Fig.1G). Aucune variation significative n’a été détecté chez les LTrm des
souris appliquées avec la combinaison AD04.E17+IMQ, a l'exception d'une tendance a
produire plus d'IFN-y. (Fig.1G). Ainsi, la primo-exposition a S. aureus en association a des
irritants modifie la fonctionnalité des LTrm a distance, illustrée ici par leur production de
cytokines.

L’altération de la barriere cutanée majore I'inflammation induite par S. aureus et

favorise une réponse memoire de type hypersensibilité a S. aureus.

La DA étant associée a une altération de la barriere cutanée, nous avons cherché dans un
second temps a déterminer si un tel défaut pouvait aggraver l'inflammation induite par S.
aureus et modifier la réponse mémoire vis-a-vis de la bactérie. Pour cela, nous avons
transposé notre modeéle d’application de S. aureus AD04.E17 chez des souris déficientes en
protéine filaggrine (souris Flg’). Chez ces souris, la barriére cutanée est plus permissive que
chez des souris C57BL/6 WT habituellement utilisées en contréle (Oyoshi et al., 2009). Ainsi,
la seule application du véhicule (milieu de culture BHI) a induit une discréte augmentation de
I'épaisseur de l'oreille chez les souris Flg”, en comparaison aux souris WT. L’application de
S. aureus AD04.E17 a engendré en revanche une forte inflammation, environ deux fois plus
importante que chez les souris WT (Fig.2A&B). Il faut noter que I'application de S. aureus
ADO04.E17 a induit une inflammation modérée chez les souris WT, dans cette expérimentation
(Fig.2A). Afin de caractériser la réponse mémoire chez les souris Flg’, nous avons ensuite
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réalisé 4 nouvelles applications a des temps similaires a la primo-exposition (a J0, J2, J6 et J8
de la réexposition). De maniére surprenante, I'inflammation s’est révélée majorée chez les
souris WT ayant été appliquées initialement avec S. aureus AD04.E17 en comparaison aux
contr6les WT naives, mais avec une différence minime (environ 20 um a J9)(Fig.2C&D). En
revanche, la différence a été majeure chez les souris Flg”, avec une inflammatoire trois fois
plus importante chez les souris ayant déja été appliquées avec la souche S. aureus AD04.E17,
en comparaison aux souris naives (Fig.2C&D). L’'cedéme a été méme 5 fois plus important a
J9 (Fig.2C).

Afin de corréler cette réponse de type hypersensibilité cutanée a 'accumulation de LTrm
dans la peau des souris Flg", dans une deuxiéme expérience indépendante, des souris WT
et Flg’- ont regu quatre applications de S. aureus AD04.E17 comme précédemment décrit, et
les oreilles ont été collectées > 30 jours aprés la derniére application de S. aureus afin de
réaliser une analyse par cytométrie de flux (Fig.2E&S2). Les cellules cutanées ont été
restimulées de maniére non spécifique, a I'aide de PMA et ionomycine, en présence de
bréfeldine A, pour analyser la production de cytokines IL-17A et IFN-y (Fig.2F&S2). De
maniére surprenante, nous n’avons pas mis en évidence d’accumulation significative de LTrm,
mais seulement une tendance, aussi bien dans la peau des souris WT que dans celle des
souris Flg’, a distance de la primo-exposition a S. aureus, en comparaison aux souris WT et
Flg" naives (Fig.2E). L’absence d’accumulation chez les souris WT pourrait étre en lien avec
inflammation trés modérée obtenue lors de 'application des bactéries. En outre, nous n’avons
pas analysé la colonisation bactérienne aprés primo-exposition a S. aureus. En revanche,
nous avons observé que les LTrm CD4* et yd collectés chez des souris WT préalablement
exposées a S. aureus produisaient significativement plus d’IL-17A que celles des souris
naives, comme décrit précédemment (Fig.2F). Aucune différence de production d’'IFN-y n’a
en revanche été enregistrée (Fig.2F). Des résultats relativement similaires ont également été
notés chez les souris Flg".

Ainsi, la présence d’'un déficit congénital en filaggrine majore I'inflammation induite par la
primo-exposition a S. aureus, et favorise une réponse mémoire de type hypersensibilité lors
de la réexposition a la bactérie. Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de différences
de nombre ni de production de cytokines IL-17A et IFN-y par les LTrm accumulés a distance
de I'exposition a la bactérie. Ces résultats suggerent des mécanismes soit médiés par d’autres
cytokines (cytokines de type 2, GM-CSF, par exemple), soit médiés par d’autres cellules. Ces

expérimentations devront étre répétées pour vérifier ces hypothéses.
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Légendes des figures

Figure 1. La co-application épicutanée d’irritants et de S. aureus AD04.E17 modifie la
réponse mémoire vis-a-vis de la bactérie a distance de la primo-exposition en favorisant

une réponse pathogénique ou protectrice.

(A et B) Inflammation cutanée lors de la primo-exposition a la bactérie, en présence
d’irritants. S. aureus AD04.E17 ou le véhicule (milieu BHI) a été appliqué a J0, J2, J6 et J8
comme précédemment expliqué. Aux mémes temps, du calcipotriol (MC903) était appliqué
quelques minutes avant [l'application de bactéries ou de BHI, dans les groupes
correspondants. Dans les groupes correspondants, de l'imiquimod (IMQ) était appliqué
quotidiennement. Enfin, dans les groupes correspondants (AD04.E17 ou BHI + véhicule), de
la vaseline était utilisée comme véhicule. (A) Cinétique de I'inflammation cutanée, exprimée
en moyenne +/- erreur-type de la moyenne (SEM) de 'oedéme des oreilles, calculée avec la
formule suivante : épaisseur de I'oreille au jour J — épaisseur de I'oreille au jour 0. (B) Intensité
de I'inflammation cutanée, présentée en données individuelles et moyenne +/- SEM de I'aire

sous la courbe des cedémes des oreilles, du jour 0 (DO) au jour 9 (D9).

(C et D) Inflammation cutanée durant 7 jours aprés (ré)exposition a S. aureus AD04.E17.
> 30 jours aprés l'induction d’'une inflammation primaire par application de S. aureus/BHI, +/-
MC903 ou IMQ, la souche S. aureus AD04.E17 était (ré)appliquée a une seule reprise, dans
'ensemble des groupes. (C) Cinétique de I'inflammation cutanée, exprimée en moyenne
+/- erreur-type de la moyenne (SEM) de I'cedéme des oreilles, calculée avec la formule
suivante : épaisseur de I'oreille au jour J — épaisseur de I'oreille au jour O (jour de (ré)exposition
a S. aureus AD0O4.E17). (D) Intensité de I'inflammation cutanée, présentée en données
individuelles et moyenne +/- SEM de l'aire sous la courbe des cedémes des oreilles, du jour 0

(DO) au jour 7 (D7) post-(ré)exposition.

(E) Quantification de la colonisation bactérienne, au jour 7 post-(ré)exposition,

présentée en données individuelles et moyenne +/- SEM, exprimées en CFU/g de tissu.

(F) Quantification de I’ensemble des lymphocytes T résidents mémoires (LTrm) et des
LTrm spécifiques de S. aureus présents dans I’épiderme et le derme > 30 jours apres la
primo-exposition a S. aureus +/- IMQ ou MC903. La souche S. aureus AD04.E17 a été
appliquée éventuellement en association avec de I'lMQ ou du MC903 comme décrit en Fig.1A
et B, sur des souris Nur77-GFP. > 30 jours aprés la derniére application de S. aureus
ADO04.E17, les oreilles de souris ont été réexposées a la bactérie et collectées 18 heures plus
tard. Les cellules immunitaires persistantes au site d’exposition de la bactérie ont été

analysées par cytométrie en flux. Les LTrm CD69* totaux (gauche) ou GFP+ (droite), identifiés
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comme LT a3 CD4+ (CD45+*CD64°CD90.2*CD8b’), CD8* (CD45*CD64 CD90.2*CD8b*) et LT
yd (CD45+*CD64CD90.2*TCRy®*) étaient analysés. Les résultats sont présentés en données
individuelles et moyenne +/- SEM, exprimées en nombre de cellules par oreille.

(G) Analyse de la production des cytokines IFN-y, IL-17A et IL-4 par les LTrm dermiques
et épidermiques persistants > 30 jours aprées la primo-exposition a S. aureus +/- IMQ ou
MC903. Certaines cellules isolées lors de I'expérience rapportée en Fig.1F ont été restimulées
par de la PMA et ionomycine pendant 4 heures, en présence de bréfeldine-A, puis I'expression
d’'IFN-y, IL-17A et IL-4 par les CD69*CD103* LTrm a été analysée par cytométrie en flux. Les
résultats sont présentés en données individuelles et moyenne +/- SEM, exprimées en
pourcentages de cellules exprimant chaque cytokine, parmi les populations de LTrm
correspondantes.

Figure 2. S. aureus induit une inflammation majorée sur une peau ayant un déficit
congénital en filaggrine et induit une réponse mémoire de type hypersensibilité a
distance.

(A et B) Inflammation cutanée lors de la primo-exposition a la bactérie, en présence
d’irritants. S. aureus AD04.E17 ou le véhicule (milieu BHI) a été appliqué a JO, J2, J6 et J8
comme précédemment expliqué, sur des souris Flg’- ou C57BL/6 en contrbles. (A) Cinétique
de 'inflammation cutanée, exprimée en moyenne +/- erreur-type de la moyenne (SEM) de
'cedéme des oreilles, calculée avec la formule suivante : épaisseur de l'oreille au jour J —
épaisseur de l'oreille au jour 0. (B) Intensité de I'inflammation cutanée, présentée en
données individuelles et moyenne +/- SEM de I'aire sous la courbe des cedemes des oreilles,
du jour 0 (DQ) au jour 9 (D9).

(C et D) Inflammation cutanée durant 7 jours aprés (ré)exposition a S. aureus AD04.E17.
> 30 jours apres l'induction d’'une primo-exposition a S. aureus/BHI, la souche S. aureus
ADO04.E17 était (ré)appliquée a une seule reprise, dans 'ensemble des groupes. (C) Cinétique
de 'inflammation cutanée, exprimée en moyenne +/- erreur-type de la moyenne (SEM) de
I'oedeme des oreilles, calculée avec la formule suivante : épaisseur de l'oreille au jour J —
épaisseur de l'oreille au jour 0 (jour de (ré)exposition a S. aureus AD04.E17). (D) Intensité de
'inflammation cutanée, présentée en données individuelles et moyenne +/- SEM de l'aire

sous la courbe des cedémes des oreilles, du jour 0 (D0O) au jour 7 (D7) post-(ré)exposition.

(E) Quantification des lymphocytes T résidents mémoires (LTrm) > 30 jours apres la
primo-exposition a S. aureus chez des souris déficientes en FLG. La souche S. aureus
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AD04.E17 a été appliqguée comme décrit en Fig.2A et B, sur des souris Flg” ou C57BL/6 en
contr6les. > 30 jours apres la derniére application de S. aureus AD0O4.E17, les oreilles de
souris ont été collectées. Les cellules immunitaires persistantes au site d’exposition de la
bactérie ont été analysées par cytométrie en flux. Les LTrm CD69*CD103", identifiés comme
LT o CD4+ (CD45*CD64CD90.2*TCRy&CD4+), CD8* (CD45*CD64°CD90.2*TCRyd CD8b*)
et LT yd (CD45*CD64 CD90.2*TCRyd") étaient analysés. Les résultats sont présentés en
données individuelles et moyenne +/- SEM, exprimées en nombre de cellules par oreille.

(F) Analyse de la production des cytokines IFN-y et IL-17A par les LTrm persistants >
30 jours apres la primo-exposition a S. aureus chez des souris déficientes en FLG.
Certaines cellules isolées lors de I'expérience rapportée en Fig.1G ont été restimulées par de
la PMA et ionomycine pendant 4 heures, en présence de bréfeldine-A, puis I'expression d’I[FN-
y et IL-17A par les CD69*CD103* LTrm a été analysée par cytométrie en flux. Les résultats
sont présentés en données individuelles et moyenne +/- SEM, exprimées en pourcentages de
cellules exprimant chaque cytokine, parmi les populations de LTrm correspondantes.

Figure S1. Stratégie d’identification par cytométrie en flux des lymphocytes T résidents
mémoires sur la peau guérie préalablement exposée a S. aureus et a différents irritants.

Aprés exclusion des doublets, les LT ont été identifiés parmi les cellules viables CD45+ comme
des cellules CD64-CD90.2+. Parmi eux, les LTrm af CD4+ étaient TCRyo CD8b'CD69" et les
CD8+ étaient TCRyo'CD8b*CD69* ; les LTrm yd étaient TCRyd*CD69*. Enfin, au sein des
populations de LTrm, les cellules spécifiques de S. aureus étaient GFP*.

Figure S2. Stratégie d’identification par cytométrie en flux des lymphocytes T résidents
mémoires sur la peau guérie préalablement exposée a S. aureus, chez des souris
déficientes en filaggrine (Flg") ou wild-type.

Apres exclusion des doublets, les LT ont été identifiés parmi les cellules viables CD45+ comme
des cellules CD64-CD90.2+. Parmi eux, les LTrm ap CD4* étaient TCRydCD4+*CD69*CD103*
et les CD8+ étaient TCRydCD8b*CD69*CD103* ; les LTrm y0 étaient TCRyd*CD69+*CD103".
Au sein des LTrm, la production d’IL-17A et d'IFN-y était évaluée.
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Figure 1. La co-application épicutanée d’irritants et de S. aureus AD04.E17 modifie la
réponse mémoire vis-a-vis de la bactérie a distance de la primo-exposition en favorisant

une réponse pathogénique ou protectrice.
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Figure 2. S. aureus induit une inflammation majorée sur une peau ayant un déficit

g s

congénital en filaggrine et induit une réponse mémoire de type hypersensibilité a

distance.
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Figure S2. Stratégie d’identification par cytométrie en flux des lymphocytes T résidents
mémoires sur la peau guérie préalablement exposée a S. aureus, chez des souris
déficientes en filaggrine (Flg") ou wild-type.
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DISCUSSION ET CONCLUSION







La colonisation cutanée a S. aureus touche 60 a 100% des patients atteints de DA
(Clausen et al., 2017; Guzik et al., 2005; Higaki et al., 1999; Leyden et al., 1974; Park et al.,
2013; Totté et al.,, 2016). Elle est classiquement décrite comme une conséquence de la
maladie, du fait de I'inflammation de type 2 (notamment IL-4 et 13) et de l'altération de la
barriére cutanée, notamment en lien avec un défaut de production de la FLG (Bieber et al.,
2022; Langan et al., 2020; Weidinger and Novak, 2016; Weidinger et al., 2018) ; il est
également accepté que S. aureus aggrave la DA, sur la base de données épidémiologiques
établies chez les patients atteints de DA (Byrd et al., 2017; Hong et al., 2011; Simpson et al.,
2018; Tauber et al., 2016), ou d’études expérimentales utilisant des modéles in vivo
d’application épicutanée de S. aureus, généralement sur une peau abimée (tape-stripping, co-
application d’allergénes ou occlusion) (FaBbender et al., 2017; Hirasawa et al., 2010; Kim et
al., 2014a; Liu et al., 2017; Nakagawa et al., 2017; Nakamura et al., 2013; Patrick et al., 2021;
Syed et al., 2015; Williams et al., 2019). Une seule étude, a ce jour, a exploré les capacités
des souches de S. aureus isolées de patients atteints de DA a induire des lésions
caractéristiques de la DA sur une peau non altérée (Byrd et al., 2017), sans toutefois disséquer
les mécanismes impliqués dans I'établissement de ces lésions. Dans cette étude, Byrd et al.
montrent une accumulation de LT produisant de I'lL-13 et de I'lL-17A (Byrd et al., 2017). Cela
rappelle I'hypothése microbio-allergique, selon laquelle S. aureus pourrait induire des
réactions d’hypersensibilité cutanée médiées par les LT (Nordengriin et al., 2018). Cette

hypothése n’a jusque-la jamais été acceptée ou réfutée.

Gréace aux résultats de ce travail, nous avons confirmé que les souches cliniques de S.
aureus, isolées de patients atteints de DA, induisent une inflammation de type DA, lors d’'une
primo-exposition sur une peau non altérée. Par ailleurs, nous avons démontré que cette
inflammation est dépendante de (i) la souche clinique utilisée, (ii) la quantité de bactéries
appliquées, et (iii) I'activation de I'Agr-QS, responsable de la production de FV par la bactérie.
Cette inflammation est trés largement médiée par limmunité innée, notamment les
monocytes/macrophages, et sous la dépendance, en partie, de la protéine ASC, une protéine
adaptatrice de I'inflammasome. En revanche, les PNN, qui infiltrent en grand nombre la peau
exposée a S. aureus et qui sont les principaux producteurs d’IL-1B, limitent la colonisation de
la bactérie mais n’induisent pas d’inflammation visible. Une réponse adaptative robuste
s’établit vis-a-vis de la bactérie et de ses FV et, a distance de l'inflammation primaire, des
LTrm persistent dans la peau préalablement exposée a S. aureus, essentiellement des LTrm
producteurs d'IL-17A et de GM-CSF. Toutefois, nous n’avons pas mis en évidence de capacité
particuliere de ces LTrm a induire une réaction d’hypersensibilité ou a limiter la persistance de

S. aureus en cas de réexposition a la bactérie.

223



Mais de maniere intéressante, nous avons démontré que la modulation du
microenvironnement cutané au moment de la primo-exposition a S. aureus modifie la réponse
mémoire cutanée en cas de réexposition a la bactérie. Ainsi, la primo-exposition a S. aureus
dans un environnement de type 17 (co-application d'IMQ) favorise une réponse mémoire
protectrice, limitant la persistance de la bactérie, potentiellement en lien avec linfiltration
accrue de LTrm CD8* épidermique et leur production d’IFN-y. A l'inverse, la primo-exposition
a S. aureus dans un environnement de type 2 (co-application de MC903) favorise une réponse
mémoire pathogénique de type hypersensibilité cutanée, et non protectrice, potentiellement
en lien avec l'infiltration de différentes sous-populations de LTrm produisant davantage d’IL-4
et moins d’IL-17A.

L’ensemble de ces résultats de thése offre de nouvelles perspectives pour mieux
appréhender les mécanismes par lesquels la bactérie permettrait d’initier le développement
des lésions de dermatite atopique. Bien slr, ces mécanismes ont été observés dans un
modele expérimental murin, et il reste a montrer que des mécanismes similaires sont mis en
jeu chez le patient. Ceci mis a part, ils aménent un certain nombre de questions concernant

les mécanismes bactériens ou immunitaires impliqués lors de cette affection.

Ainsi, les questions suivantes seront discutées dans ce manuscrit de these:

1. Quels mécanismes bactériens influencent la capacité de S. aureus a induire des
lésions de DA ?
La réponse immunitaire a S. aureus : amie ou adversaire de la peau ?
Des LTrm pathogéniques ou protecteurs selon le microenvironnement cutané : une
clé de compréhension pour la vaccination a S. aureus et I'’hypothése microbio-
allergique ?

4. S. aureus facteur déclenchant de 'inflammation de DA : quelles conséquences sur

la prise en charge des patients ?
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1. Quels mécanismes bactériens influencent la capacité de S. aureus a induire
des lésions de DA ?

1.1 Spécificités des souches de S. aureus dans la DA

De nombreuses études ont cherché a déterminer si les souches de S. aureus isolées de
patients atteints de DA étaient spécifiques de la maladie. En d’autres termes, certaines
souches de S. aureus sont-elles plus prénes a coloniser la peau de DA et a induire une
inflammation de type DA ?

Les études épidémiologiques réalisées jusqu’ici portaient essentiellement sur la recherche
de complexes clonaux spécifiques (Clausen et al., 2017; Harkins et al., 2018a; Rojo et al.,
2014; Yeung et al., 2011) et n’ont pas réussi a déterminer de spécificité clonale dans la DA.
Ces études ne faisaient cependant pas la distinction entre les différents endotypes/phénotypes
de la DA et donc les différences sensibles de physiopathologie (Bakker et al., 2021;
Czarnowicki et al., 2019; Paternoster et al., 2015) : qualité de la barriere cutanée, importance
respective des inflammations de type 2 et de type 17, age d’apparition de la DA, etc. Byrd et
al. quant a eux ont mis en évidence une colonisation monoclonale chez des patients atteints

de DA sévere, mais les clones détectés étaient différents entre les patients (Byrd et al., 2017).

Dans notre étude, nous avons confirmé des résultats déja rapportés par Byrd et al. qui
démontraient que l'application épicutanée, sur une peau intacte, de différentes souches
cliniques de S. aureus isolées de patients atteints de DA induisaient des inflammations
cutanées d’intensité variable (Byrd et al., 2017). De plus, la souche USA300, frequemment
utilisée dans les modéles d’étude de l'inflammation cutanée induite par S. aureus mais jamais
retrouvé, dans la littérature, sur la peau des patients atteints de DA hors infection, n’induisait
quasiment pas d’inflammation visible (Byrd et al., 2017). Ces données suggérent bien une
capacité différente des souches de S. aureus a induire une inflammation cutanée de DA. En
revanche, nous avons montré que les différentes souches de S. aureus utilisées colonisaient

la peau de maniére identique, suggérant des capacités d’adhésion similaires.

Nos premiers résultats suggérent un role de I'Agr-QS dans l'induction de l'inflammation de
DA sur une peau intacte, et les différentes souches appliquées arborent des Agr-QS
différents : la souche la plus pro-inflammatoire, AD0O4.E17, porte un quorum sensing de type
Il tandis que les autres souches cliniques, ainsi que la souche USA300, ont un quorum sensing
de type I. Une étude réalisée sur des nourrissons a montré que ceux qui portaient des S.
aureus ayant un Agr-QS fonctionnel avaient plus de risque de développer ultérieurement une
DA, tandis que ceux ayant un Agr-QS muté avaient moins de risque de développer cette
maladie (Nakamura et al., 2020).
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Par ailleurs, les souches cliniques de S. aureus utilisées dans notre étude produisaient des
FV a des concentrations variables d’'une souche a l'autre. Il n’existe aujourd’hui aucune
donnée portant sur la production des FV par les souches de S. aureus colonisant la peau avant
I'apparition d’'une DA. Des données d’études cliniques suggérent en revanche que les souches
de S. aureus isolées de patients atteints de DA produisent des superantigenes (Nada et al.,
2012; Schlievert et al., 2008), mais la présence de souches productrices de superantigenes
n'est pas corrélée a la sévérité de la maladie (Kozman et al., 2010). En paralléle, les études
expérimentales ont montré que les entérotoxines (Breuer et al., 2005; FaBbender et al., 2017;
Kasraie et al., 2010; Kim et al., 2014a; Lee et al., 2013; Saloga et al., 1996), la d-toxine
(Nakamura et al., 2013), la PSMa (Hanzelmann et al., 2016; Williams et al., 2019) et les
protéases (Williams et al., 2019) avaient des activités pro-inflammatoires pouvant expliquer
'aggravation de la DA par S. aureus. De méme, chez certains patients atteints de DA,
I'application de patch-tests contenant des entérotoxines induisait une inflammation de type
eczéma, laquelle n’était malheureusement pas caractérisée pour déterminer les cytokines
produites ou les cellules activées (Langer et al., 2007). Toutefois, aucune étude n’a identifié
un FV qui serait a lui seul responsable de l'induction d’'une inflammation de type DA, suggérant
que plus que la présence de S. aureus en elle-méme, démontrée aussi bien chez les enfants
n’ayant pas encore de symptémes de DA (Meylan et al., 2017; Nakamura et al., 2020) que
chez les patients déja atteints (Clausen et al., 2017; Guzik et al., 2005; Higaki et al., 1999;
Leyden et al., 1974; Park et al., 2013; Totté et al., 2016), c’est la production de FV, notamment
le sécrétome (ensemble des protéines sécrétées par la bactérie), et 'expression de I'Agr-QS,
dont le sécrétome est directement dépendant, qui doivent étre au centre des explorations

futures pour comprendre le rdle du microbiote cutané dans 'immunopathologie de la DA.

Deux limites majeures des études cliniques précédemment citées sont d’ailleurs a
souligner. Premiérement, ces études se focalisent trés largement sur S. aureus. Or les FV
identifiés comme pouvant induire une inflammation de type DA pourraient étre partagés par
différentes bactéries. Ainsi, certaines souches de S. epidermidis, habituellement décrit comme
une bactérie commensale, sont capables de produire une protéase pro-inflammatoire
susceptible d’induire des lésions de type DA (Cau et al., 2020). Cela renforce l'idée de
s’intéresser au sécrétome de maniére globale plutét qu'a la présence de telle ou telle
bactérie/de tel ou tel FV. La deuxiéme limite de ces études est I'utilisation de techniques
indirectes d’identification du sécrétome des souches de S. aureus colonisant la peau de DA :
apres collection sur la peau des patients, les bactéries sont mises en culture et le surnageant
de culture est analysé. Ces analyses indirectes, avec un passage in vitro de culture et
restimulation des bactéries, induisent nécessairement des biais et ne refletent que

partiellement la réalité du patient, chez qui la bactérie interagit avec la peau et avec les autres
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micro-organismes. Le développement de techniques permettant de détecter les FV
directement sur la peau des patients (Moran et al., 2019) apparait un axe de développement
majeur pour mieux caractériser le rdle du microbiote cutané dans la DA, notamment dans

I'établissement de la maladie.

1.2 Compétition entre les bactéries cutanées

Alors que certaines études rapportent une colonisation cutanée a S. aureus pouvant
précéder I'apparition des symptdomes de DA (Meylan et al., 2017; Nakamura et al., 2020),
d’autres suggeérent plutét 'émergence d’une dysbiose cutanée (sans forcément de colonisation
a S. aureus) chez les nourrissons (Kennedy et al., 2017). Ces deux constats ne s’opposent
pas, dés lors que I'émergence de S. aureus pourrait s’établir en paralléle de la dysbiose
cutanée. En effet, I'équilibre au sein du microbiote cutané est maintenu grace a l'interaction
entre les différents micro-organismes qui le compose. Ainsi, les especes généralement
commensales, comme S. epidermidis ou S. hominis, produisent des PAM et des protéines
inhibant 'Agr-QS de S. aureus, limitant sa colonisation (Brown et al., 2020; Cogen et al.,
2010a, 2010b; Paharik et al., 2017; Williams et al., 2019). Ainsi, la réduction des bactéries
commensales chez les patients atteints de DA, du fait des modifications de la barriere cutanée
par exemple, favorise I'émergence de S. aureus. Nous avons dailleurs déterminé que
I'application cutanée de la souche clinique de S. aureus AD04.E17 a la concentration de 108
CFU/ml n’induisait quasiment pas d’inflammation tandis que l'application de concentrations
supérieures a 10° CFU/ml induisait une forte inflammation, suggérant une densité seuil au-
dela de laquelle la bactérie acquiert des capacités pro-inflammatoires qu’elle n’avait pas
jusqu’alors, et en-deca de laquelle la virulence de S. aureus est inhibée par le microbiote

cutané.

L’interaction entre différentes souches de S. aureus est également suggérée par la
colonisation oligo- voire monoclonale de la peau de DA dans les cas les plus sévéres (Byrd et
al., 2017). Alors que 'on pourrait s’attendre a une prolifération de nombreuses souches de S.
aureus dans les conditions favorables offertes par la DA, seules certaines souches émergent
(Byrd et al., 2017). On peut imaginer qu’il s’agit des souches les plus virulentes, qui vont étre
capables d’inhiber la prolifération des bactéries commensales et des autres souches de S.
aureus, d’adhérer puis d’'induire une inflammation cutanée. Dans notre étude, alors que
I'application de 10° CFU/ml de la souche AD04.E17 dans du PBS induisait une inflammation
modérée, l'ajout du surnageant de culture permettait de restaurer les capacités pro-
inflammatoires de la bactérie, confirmant la présence, dans le surnageant, de protéines
stimulant la virulence de la bactérie, comme I'AIP de I'Agr-QS. Cette protéine a une spécificité

vis-a-vis de la souche utilisée, puisque I'ajout du surnageant de culture de la souche AD04.E17
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sur la souche USAB00 ou la bactérie S. epidermidis (appliquées en ensuite a une
concentration de 10° CFU/ml) ne leur confére pas la méme capacité pro-inflammatoire. De la
méme maniére, I'utilisation de savirin réduit significativement mais partiellement I'inflammation
induite par la souche AD04.E17. Or la savirin a montré une efficacité supérieure sur le quorum
sensing Agr | en comparaison au quorum sensing Agr Il, confirmant des spécificités d’auto-
activation de la virulence bactérienne via le quorum sensing (Sully et al., 2014). Ces
spécificités pourraient étre utilisées a des fins thérapeutiques (Peng et al., 2019; Williams et
al., 2019).

Les études de Meylan et al. et de Kennedy et al. illustrent ainsi deux situations de
prédisposition favorisant I'établissement de la DA une fois que S. aureus aurait pris le dessus
par rapport aux autres bactéries cutanées. Dans I'étude de Kennedy et al., c’est la dysbiose
cutanée avant I'apparition de la DA qui est détectée, sans mise en évidence de S. aureus
(Kennedy et al., 2017). Cela suggeére ici que I'apparition d’'une dysbiose précéde I'apparition
de S. aureus et donc la favorise. Dans I'étude de Meylan et al., S. aureus est détecté
principalement chez les enfants qui auront ultérieurement une DA (Meylan et al., 2017),
suggérant une situation dans laquelle S. aureus est présent mais n’a pas encore acquis une
virulence suffisance pour induire une inflammation cutanée. On peut également faire
I'hypothése que la qualité de la barriére cutanée, chez les patients de la cohorte de Meylan et
al., limite encore I'impact de la présence de S. aureus. A travers ces deux études réalisées
dans deux cohortes différentes, les auteurs ont ainsi possiblement mis en évidence une
chronologie dans I'établissement de la colonisation cutanée a S. aureus. Il serait donc
intéressant de suivre au fil du temps, au sein d’'une cohorte pédiatrique, les données
microbiologiques et les caractéristiques biologiques de la peau de ces patients, afin de
déterminer I'évolution de la concentration en S. aureus, 'émergence de clones particuliers, le

sécrétome bactérien, les mutations sur les genes de I'Agr-QS, etc.

2. La réponse immunitaire a S. aureus: une alliée de l'organisme,
uniquement ?

La question du réle de la réponse immunitaire (protectrice ? pathogénique ?), de maniere
générale, se pose dés lors que I'on s’intéresse aux maladies inflammatoires, comme la DA.
Celle-ci est médiée par I'immunité de type 2, via les LTh2 mais également les cellules de
I'immunité innée et les kératinocytes, qui produisent des cytokines pro-inflammatoires (Bieber
et al., 2022; Langan et al., 2020; Weidinger and Novak, 2016; Weidinger et al., 2018).

Les modéles murins d’application épicutanée de S. aureus, généralement de la souche

USAS300 sur une peau abimée, ont démontré la capacité de S. aureus a induire une réponse
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immunitaire, essentiellement de type 17 et de type 2: production de cytokines pro-
inflammatoires, accumulation de cellules de 'immunité. A l'inverse, de nombreuses études
réalisées dans des modeles d’infection profonde (injection sous-cutanée ou intraveineuse) ont
caractérisé la réponse protectrice a S. aureus sans étudier le potentiel réle pathogénique de
l'inflammation subséquente. Réconcilier les deux est un challenge car les mécanismes décrits
se recoupent. Par exemple, les cytokines de la famille de I'lL-1 ont été décrits aussi bien dans
linflammation de la DA (Honda and Kabashima, 2020; Konishi et al., 2002) que dans les
meécanismes protecteurs vis-a-vis de S. aureus (Naik et al., 2012; Ridder et al., 2022; Wang
et al., 2020).

De maniére similaire, les études portant sur la réponse immunitaire aux bactéries
commensales ont démontré que I'application épicutanée de S. epidermidis sur une peau
intacte induisait une authentique réponse immunitaire (avec accumulation dans la peau de
LTh1,LTh17 et LTc17 et production de nombreuses cytokines comme des IFN de type 1), sans
gu’aucune inflammation cutanée n’ait pu étre détectée (Chen et al., 2018b; Linehan et al.,
2018; Naik et al., 2012).

Dans notre étude, 'accumulation de monocyte/macrophage a été responsable en partie de
linflammation induite par S. aureus, tandis que I'accumulation de PNN n’a pas induit
d’inflammation visible. Celle-ci était en revanche protectrice vis-a-vis de la colonisation
cutanée par la bactérie. Dans notre modele, nous n’avons pas caractérisé les symptémes de
DA autres que I'cedéme de l'oreille, tels que le prurit, les vésicules, I'écoulement. Or les PNN
sont décrits comme participant au développement du prurit dans un modele murin de DA
(Sakai et al., 2021; Walsh et al., 2019) et de cette maniere a la DA.

De la méme maniére, nous avons observé que I'lL-1B, qui est fortement exprimée dans la
peau suite a I'application de S. aureus, avait un réle minime dans l'inflammation tandis que
I'inflammasome semblait impliqué, suggérant l'intervention d’autre cytokines. Il est probable
que, plus que le réle d’'une cytokine en particulier, c’est 'ensemble des cytokines sécrétées et
des voies immunitaires activées a un temps T qui sont capables d’influer sur la réponse
clinique et la protection dans un sens ou dans un autre. Ces ensembles de cytokines
(« cytokinome » ?) sont sécrétés différentiellement selon les PAMP et DAMP détectés par les
senseurs de I'immunité innée, la voie d’exposition a la bactérie (épicutanée vs sous-cutanée
par exemple (Patrick et al., 2021)), les cofacteurs associés (blessure, irritants ou au contraire

facteurs anti-inflammatoires...), etc.
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3. Des LTrm pathogéniques ou protecteurs selon le microenvironnement
cutané : une clé de compréhension pour la vaccination a S. aureus et
I’hypothése microbio-allergique ?

L’hypothése microbio-allergique propose que S. aureus agirait comme un allergéne cutane,
responsable d’exacerbations allergiques de DA (Nordengrln et al., 2018). Initialement, cette
hypothése a été émise suite a la détection d’IgE spécifiques de S. aureus et ses FV chez les
patients atteints de DA et aux données démontrant une corrélation entre IgE spécifiques de S.
aureus et sévérité de la DA (Bunikowski et al., 1999; Leung et al., 1993; Orfali et al., 2015;
Reginald et al.,, 2011a; Wit et al.,, 2018). Plusieurs arguments s’opposent a I'hypothése
microbio-allergique sur la seule base des IgE spécifiques :

(i) LesIgE ont un réle probablement mineur dans la survenue des poussées de DA. En effet,
les réactions IgE-médiées ne s’expriment habituellement pas, au plan cutane, par un
eczéma mais par une urticaire ;

(i) Le phénomene de corrélation entre IgE spécifiques de S. aureus et sévérité de la maladie
a également été mis en évidence avec les IgG spécifiques des FV de S. aureus (Totté et
al., 2018).

Pour autant, cela ne doit pas écarter 'hypothése microbio-allergique. En effet, S. aureus
pourrait induire des réactions de type hypersensibilité retardée, médiées par les LT. Les

arguments en faveur sont les suivants :

(i) La DA est caractérisée, entre autres, par une accumulation de LT dans la peau et leur
persistance dans le temps (Brunner et al., 2017) ;

(i) Une réponse Th2/Th17 spécifique de S. aureus et ses FV a été mise en évidence dans le
sang des patients atteints de DA (Farag et al., 2022; Niebuhr et al., 2011a, 2011b; Yoshino
et al., 2000) ;

(i) Les patients atteints de DA développent des patch-tests®® positifs aux entérotoxines
staphylococciques (Langer et al., 2007). Soutenant les propos précédents sur les IgE, la
présence d’une réaction au patch-test et son intensité ne sont pas prédites par le dosage

sanguin des IgE spécifiques des entérotoxines staphylococciques (Langer et al., 2007).

A l'instar de 'eczéma allergique de contact (Gamradt et al., 2019; Vocanson et al., 2009),
on peut donc faire I'hypothése que S. aureus pourrait aggraver la DA selon des mécanismes
dépendants des LTrm spécifiques de cette bactérie. Ce travail de thése démontre que, bien

30 |es patch-tests sont des tests diagnostiques utilisés pour rechercher des réactions médiées par les LT. lis consistent en
I'application sous occlusion produits suspectés d’étre des allergénes, afin de déterminer si I'exposition cutanée a ces produits
induit un eczéma.
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gu’une accumulation de LTrm a lieu dans les suites d’'une primo-exposition a S. aureus, ces
cellules induisent des réactions mémoires différentes selon le micro-environnement

inflammatoire dans lequel elles sont induites.

3.1 LTrm sur une peau intacte

Lorsque la primo-exposition survient sur une peau intacte, la réexposition a la bactérie
n’induit ni réaction immunitaire protectrice, ni exagération de I'inflammation, comme vue dans
les réactions d’hypersensibilité cutanée. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ce

phénomeéne :

(i) Les bactéries ne pénetrent pas suffisamment dans la peau pour réactiver fortement les
LTrm. Cette hypothése est renforcée par le constat d’'une réaction de type hypersensibilité
cutanée chez les souris Flg” ayant un défaut congénital en protéine FLG. Des
expérimentations de rupture de barriere cutanée au moment de la réexposition a la
bactérie permettraient de valider cette hypothese.

(i) La primo-exposition a S. aureus sur une peau intacte favorise 'accumulation de LTregs
et d’autres acteurs de 'immunorégulation, limitant fortement I'action des LTrm lors d’'une
réexposition a la bactérie.

(iii) Les LTrm s’accumulent de maniére insuffisante pour étre protecteurs ou induire une
réaction d’hypersensibilité cutanée. Il faudrait étudier si la répétition des expositions a S.

aureus dans le temps favoriserait 'apparition de LTrm protecteurs/pathogéniques.

Il est également possible que les LTrm s’accumulant dans la peau aprés une primo-
exposition a S. aureus aient un réle encore indéterminé. Ainsi, ils pourraient étre impliqués
dans 'homéostasie cutanée, en favorisant la cicatrisation cutanée et la régénération tissulaire
par exemple, comme le sont les LTrm spécifiques des bactéries commensales (Chen et al.,
2018b; Naik et al., 2012). En effet, I'étude seule de la production de cytokines par les LTrm
peut s’avérer insuffisante : les LTc17 induits par les bactéries commensales ont une
fonctionnalité différente de ceux induits dans les modéles de psoriasis (application d’IMQ),
alors méme qu'’ils produisent la méme cytokine IL-17A (Linehan et al., 2018).

Ces hypothéses, associées aux mécanismes bactériens nécessaires a I'établissement
d’une inflammation cutanée de type DA, expliquent notamment pourquoi la seule exposition a
la bactérie dans la population générale (on rappelle que 20% de la population générale est
porteuse chronique de S. aureus) est insuffisante pour induire la maladie. De méme, cela
rappelle également la difficulté des chercheurs et médecins a induire des réponses
immunitaires protectrices a S. aureus dans le cadre des expérimentations sur la vaccination
(Jansen et al., 2013).
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3.2 Hypersensibilité cutanée a S. aureus dans un modéle de DA

L’application topique de MC903 permet l'induction d’une inflammation cutanée qui présente
de nombreuses caractéristiques de I'inflammation de DA : altération de la fonction barriére de
la peau (Naidoo et al., 2018; Walsh et al., 2019), expression de nombreuses cytokines de type
2 et 17 dont IL-33 et la TSLP (Kim et al., 2013; Liu et al., 2016; Vandeghinste et al., 2018),
activation d’ILC2 (Kim et al., 2013) et infiltration de LTh2 en cas d’applications répétées, avec
réaction de type hypersensibilité lors d’'une réexposition ultérieure au MC903 (Song et al.,
2022). Il n’existe pas de données sur le comportement du microbiote cutané dans ce modéle
de DA.

Nos données suggerent que la co-application de MC903 et de la souche clinique de S.
aureus AD0O4.E17 induit une immunisation mémoire vis-a-vis de S. aureus, responsable d’'une
réaction de type hypersensibilité cutanée, sans protection vis-a-vis de la persistance de la
bactérie. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer cela :

(i) Lemodéle MC903 est caractérisé notamment par la tres forte production cutanée de TSLP
et IL-33 (Kim et al., 2013), deux cytokines clés dans la physiopathologie de la DA dans la
phase précoce, alors que I'application de S. aureus sur une peau intacte n’'induit pas de
TSLP et d’IL-33. Ces cytokines produites par les kératinocytes notamment pourraient
orienter la réponse adaptative vis-a-vis de S. aureus vers une réponse davantage de type
2. A ce titre, nous avons d’ailleurs mis en évidence un nombre plus important de LTrm
producteurs d’IL-4 dans notre modéle de co-application S. aureus + MC903. (ii)

(i) Le modéle MC903 est également associé a une altération de la barriere cutanée, dont le
délai de restauration compléte n’est pas connu. La co-application de S. aureus aggrave
probablement ce phénomene, de méme que la diminution des LTrm de type 17
spécifiques de S. aureus, qui auraient pu participer a la régénération de I'épiderme. Lors
de la réexposition a la bactérie, si la barriere cutanée n’est pas encore restaurée, les LTrm
pourraient davantage étre exposés aux antigenes bactériens et donc étre fortement
activés. La pénétration accrue de la bactérie pourrait également étre favorisée par la
diminution de la production de PAM du fait de I'inflammation de type 2 et par le prurit décrit
dans le modéle MC903. Il serait ainsi intéressant de déterminer si des émollients capables
de restaurer la barriére préviennent la réponse d’hypersensibilité induite par une
réexposition au staphylocoque dans ce modele.

(iii) Les mécanismes de régulation, comme les LTregs, pourraient étre moins nombreux ou
inhibés par linflammation induite par S. aureus + MC903, comme décrit dans la DA
(Roesner et al., 2015; Verhagen et al., 2006).
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Ainsi, I'existence d’'une inflammation infraclinique de type 2, déja active chez I'enfant
prédisposé a la DA par exemple, pourrait promouvoir linstallation de LTrm de type 2
spécifiques de S. aureus, dans des conditions favorables a [linduction de réactions
d’hypersensibilité cutanée en cas de réexposition a la bactérie, et ainsi favoriser 'apparition

des symptémes de DA.

Par ailleurs, au-dela de la seule incapacité de la réponse mémoire spécifique de S. aureus
a protéger de la persistance de la bactérie, il serait intéressant d’étudier les capacités des
souris appliquées avec S. aureus + MC903 a lutter contre des infections profondes voire
systémiques. En effet, des études réalisées dans des cohortes de patients hospitalisés ont
montré que parmi ces patients, ceux ayant des pathologies atopiques, donc associées a une
inflammation de type 2 (dont la DA), avaient moins de sepsis a S. aureus (OR 0,742 (0,719—
0,765) pour la DA, 0,684 (0,660-0,708) pour I'asthme, 0,486 (0,470-0,528) pour la rhinite
allergique), tandis que pour les patients ayant des pathologies auto-immunes comme le
diabete type 1 (OR 1,290 (1,250-1,332)), la sclérose en plaque (OR 1,673 (1,522—-1,837)) ou
les colites ulcéreuses (OR 1,419 (1,317-1,527)), ils étaient surreprésentées (Krishack et al.,
2017; Zein et al., 2017). De méme, une augmentation du ratio €osinophiles/neutrophiles et
des LTh2 sanguins lors de I'admission pour une infection systémique a S. aureus est un
marqueur de réduction de la mortalité a 30 jours d’évolution (Krishack et al., 2019), tandis
gu’une augmentation du ratio neutrophiles/lymphocytes est un marqueur d’augmentation de

la mortalité (Greenberg et al., 2018).

Ces données semblent confirmées par des études expérimentales. L'injection
intraveineuse de S. aureus est moins létale chez des souris sensibilisées par des acariens ou
traitées par I'lL-33 que chez des souris contréles (Krishack et al., 2017; Li et al., 2016). L’IL-
33 pourrait ainsi promouvoir 'accumulation de PNN sur les sites d’infection a S. aureus et
inhiber 'apoptose des LT et LB (Li et al., 2016). Les ILC2 pourraient également jouer un rdle
protecteur, en promouvant I'éosinophilie sanguine (Krishack et al., 2019). Enfin, la production
d’IgE spécifiques de S. aureus lors d’'une infection cutanée protége d’une infection secondaire
pulmonaire (Starkl et al., 2020). Ces phénoménes ont été décrits avec d’autres bactéries et
d’autres organes atteints (Ondari et al., 2021; Ramirez-Moral et al., 2021). Ces données sont
surprenantes, car apparemment en opposition aux conceptions habituelles de I'immunité anti-
staphylococcique qui voudraient que les immunités de type 1 et 17 soient protectrices, en
faisant intervenir principalement les IgG, les PNN, les monocytes/macrophages, tandis que
limmunité de type 2 serait une immunité délétere, de type allergique (Nordengrin et al., 2018).
Cependant, certains auteurs suggérent depuis plusieurs décennies que 'augmentation des

allergies (inflammation de type 2 responsable de symptdomes) dans le monde puisse
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s’expliquer par un intérét évolutionnaire de ces maladies, notamment une protection vis-a-vis
des protéines immunogenes de type 2 (Ondari et al., 2021; Palm et al., 2013; Profet, 1991).
Les FV de S. aureus pourraient étre de ces protéines contre lesquelles I'organisme a
développé des défenses associées a l'inflammation de type 2 : a bien y regarder, dans les
études rapportant des sensibilisations de type IgE a S. aureus chez les patients atopiques
(DA, asthme et rhinite allergiques), les sujets contrles sains ont parfois, eux aussi, une
sensibilisation IgE sans symptomatologie atopique (Sintobin et al., 2019; Van Zele et al,,
2004). Toutefois, il n’existe pas aujourd’hui d’explication physiologique a ce phénomeéne. Les
éosinophiles pourraient jouer un réle de premier plan dans ce phénomeéne. Ainsi, il existe une
augmentation du risque d’infections pulmonaires bactériennes chez les patients asthmatiques
traités par benralizumab (Poznanski et al.,, 2021), un anticorps monoclonal anti-IL-5,
phénoméne qui n’existe pas avec le mépolizumab. Certains auteurs I'expliquent par une plus
grande diminution des éosinophiles dans le liquide bronchique avec le benralizumab
(Ghassemian et al., 2021; Ondari et al., 2021).

3.3 LTrm protecteurs dans la peau : une piste pour une vaccination
efficace ?

Comme décrit précédemment, l'inflammation de type 2 pourrait favoriser la protection vis-
a-vis d’infections systémiques a S. aureus, mais celle-ci ne semble pas protéger localement.
Alinverse, I'utilisation d’un agoniste de TLR-7, 'IMQ, conjointement a I'application épicutanée

de S. aureus, a permis d’induire une réponse mémoire protectrice vis-a-vis de la bactérie.

L’utilisation d’adjuvant agoniste de TLR-7 a déja été suggéré pour renforcer l'efficacité des
stratégies vaccinales (Bagnoli et al., 2015). En effet, celles-ci sont aujourd’hui peu
satisfaisantes, avec des résultats prometteurs chez la souris mais toujours décevants chez
'humain. Les chercheurs ciblent désormais les LTrm comme potentiels acteurs de la
vaccination anti-S. aureus (Clegg et al., 2021) et nos résultats suggérent qu’'une modulation
du microenvironnement cutané pourrait favoriser I'établissement de LTrm protecteurs. Les

mécanismes sont encore a décrire mais la-aussi, plusieurs hypothéses émergent :

(i) L’accumulation d’'un grand nombre de LTrm de type 1, producteurs d’IFN-y, associés aux
LTrm de type 17, producteurs d’IL-17A, pourraient favoriser I'établissement d’'une réponse
rapide anti-S. aureus.

(i) L’augmentation du nombre de LTrm CD8* spécifiques de S. aureus, localisés dans
I'épiderme et pouvant arborer une fonctionnalité cytotoxique, est un facteur qui pourrait
étre important. Ces LTrm pourraient étre activés plus rapidement et avoir une action

directe antibactérienne, en plus de leur capacité accrue a recruter des cellules myéloides.
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(iii) L’accumulation de LTrm non spécifiques de S. aureus, décrite dans le modele de psoriasis
induit par 'IMQ (Fenix et al., 2020), peut aussi étre responsable d’une réaction immunitaire

protectrice non spécifique, par activation « bystander » des LT (Di Genova et al., 2010).

Un mécanisme non lié aux LTrm n’est pas a exclure. Une mémoire innée est de plus en
plus décrite, notamment médiée par les monocytes et macrophages (Chan et al., 2018;
Feuerstein et al., 2020b), mais d’autres mécanismes participent certainement. Ainsi, les
kératinocytes pourraient garder la mémoire d’'un dommage précédent pour accélérer la
cicatrisation tissulaire, par un mécanisme dépendant de l'inflammasome (Naik et al., 2017).
On peut faire I'nypothése que I''MQ, en stimulant le TLR-7, qui n’est pas décrit dans la réponse
immunitaire a S. aureus, favoriserait I'activation ultérieure plus rapide de voies de signalisation

auxquelles S. aureus n’aurait pas la capacité d’échapper, favorisant la protection.

La connaissance plus précise des mécanismes doit permettre d’améliorer les stratégies de

vaccination contre S. aureus.

4. S. aureus facteur déclenchant de linflammation de DA : quelles
conséquences sur la prise en charge des patients ?

Différents endotypes de la DA ont été décrits : les DA intrinséques / extrinseques, les DA
débutantes / chroniques, les DA du sujet asiatique / caucasien (Bakker et al., 2021;
Czarnowicki et al., 2019). Certains auteurs proposent que la colonisation cutanée a S. aureus
définisse un endotype particulier (Simpson et al., 2018), notamment du fait de la corrélation

entre colonisation cutanée a S. aureus et sévérité de la DA.

Surtout, comme expliqué précédemment, c’est tout le systéme microbiote / sécrétome /
microenvironnement cutané / environnement qui doit étre pris en considération pour définir de
nouveaux endotypes/phénotypes. Au vu de nos résultats, on comprend que c’est 'association
d'une dysbiose cutanée, de I'émergence de bactéries virulentes et la production d'un
sécrétome pro-inflammatoire et la qualité de la barriére cutanée qui va favoriser la survenue
d’'une DA chez un enfant encore indemne de symptdmes. Dans certains cas, I'exposition a S.
aureus sur une peau intacte pourrait induire des symptomes essentiellement médiés par
'immunité innée, tandis que chez les enfants ayant déja une inflammation infraclinique et/ou
une altération de la barriére cutanée, 'hypothése microbio-allergique serait en jeu, associant
une inflammation médiée par 'immunité innée et des réactions d’hypersensibilité a S. aureus

médiées par les LT.

Comprendre ces différentes situations permettrait de déterminer les trajectoires atopiques
des patients atteints de DA. On sait par exemple que les enfants ayant une colonisation
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cutanée a S. aureus, indépendamment de leur histoire de DA, ont un risque accru d’avoir des
allergies alimentaires, notamment des allergies alimentaires sévéres et/ou persistantes (Cook-
Mills et al., 2019; Tsilochristou et al., 2019). De méme, dans un modele murin, la sensibilisation
lymphocytaire a une entérotoxine staphylococcique par voie cutanée favoriserait des
symptdmes respiratoires allergiques a I'ovalbumine, suggérant que I'exposition cutanée aux
entérotoxines (mais on peut 'imaginer, a d’autres antigénes bactériens également) favoriserait
I'asthme allergique (Yu et al., 2012). Ces données de la littérature suggérent donc un impact
de la colonisation cutanée a S. aureus sur la marche atopique, et la détermination des
endotypes/phénotypes associés permettrait de pouvoir proposer des stratégies
thérapeutiques adaptées.

Ainsi, les futures stratégies thérapeutiques doivent viser a restaurer le microbiote
commensal chez les patients atteints de DA. Les traitements antiseptiques ou antibiotiques
n’ont pas prouvé leur efficacité dans la DA, ou ont fait 'objet d’'une balance bénéfice-risque
trop en défaveur de leur utilisation (Bath-Hextall et al., 2010; Chopra et al., 2017b). Les risques
sont de favoriser une nouvelle dysbiose (Patangia et al., 2022; Zhang et al., 2015b), en ne
ciblant pas spécifiquement S. aureus ou les autres bactéries en cause dans l'inflammation de
DA, et de faire émerger des résistances aux antibiotiques (Harkins et al., 2018b). D’autres
stratégies sont aujourd’hui développées. La bactériothérapie est un traitement basé sur
l'utilisation de bactéries au comportement habituellement commensal ; leur application doit
permettre d’'induire une compétition entre ces bactéries et les bactéries pathogénes comme
S. aureus (Nakatsuiji et al., 2021a; Williams et al., 2019). De méme, I'utilisation de probiotiques
pourrait étre intéressante pour stimuler la régénération du microbiote commensal (Gueniche
et al., 2008). Toutefois, il faut souligner que ces stratégies n’ont pas d’efficacité certaine
(Nakatsuiji et al., 2021b), suggérant une efficacité ciblée sur certains endotypes/phénotypes.
Ces stratégies pourraient donc s’inclure dans un schéma de médecine personnalisée, en

complément, probablement, d’autres thérapeutiques.
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Conclusion

S. aureus, une bactérie colonisant fréequemment la peau des patients atteints de DA,
aggrave la maladie par la production de FV pro-inflammatoires sur une peau altérée. Ce travail
de thése démontre en plus la capacité unique des souches cliniques isolées de patients
atteints de DA ainduire des Iésions de type DA sur une peau intacte. Ces résultats soutiennent
I'hypothése d’un réle de S. aureus comme un facteur déclencheur potentiel des poussées de

DA et soulignent 'intérét d’'un ciblage thérapeutique de la bactérie dans le traitement de la DA.

Nos résultats apportent par ailleurs un éclairage sur les mécanismes impliqués dans
I'établissement d’'une inflammation induite par S. aureus, qui pourraient faire I'objet d’un

ciblage thérapeutique dans le traitement de la DA :

(i) La réponse inflammatoire dépend de la quantité de bactéries a laquelle la peau est
exposée, suggérant que la limitation de la prolifération bactérienne, plutét que I'élimination
compléte, pourrait suffire a restreindre I'impact de la colonisation a S. aureus sur la peau de
DA ;

(ii) Elle dépend également de l'activation de I'Agr-QS. Des stratégies d’inhibition de ce
systeme, utilisant des petites molécules comme la savirine ou des peptides auto-inducteurs
produits par des bactéries concurrentes de S. aureus,

(iii) La réponse inflammatoire est médiée principalement par I'immunité innée, notamment
les monocytes/macrophages et I'inflammasome, tandis que les PNN n’induisent pas de Iésions
mais limitent la colonisation bactérienne. Cela suggere que des stratégies visant a inhiber les
mécanismes par lesquels les monocytes/macrophages agissent pourraient limiter

I'inflammation induite par S. aureus sans induire de complications infectieuses immédiates.

Par ailleurs, la réponse adaptative a S. aureus n’est pas impliquée dans l'inflammation
cutanée, suggérant donc que S. aureus aurait principalement un effet irritatif. En revanche, la
modulation du microenvironnement cutané promeut une réponse mémoire a S. aureus
protectrice  (microenvironnement inflammatoire de type 17) ou pathogénique
(microenvironnement inflammatoire de type 2), suggérant qu’une prise en charge précoce de
I'inflammation de type 2 pourrait limiter la survenue de réactions d’hypersensibilité a S. aureus.
A linverse, favoriser une réponse de type 17, par exemple en utilisant des adjuvants agonistes
de cette voie immunitaire, semble étre une voie d’amélioration intéressante des stratégies de

vaccination anti-S. aureus.
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Au total, ce travail de these apporte un éclairage actualisé du réle de S. aureus dans
limmunopathologie de la DA et offre des pistes d’avenir pour la compréhension des

mécanismes de réponse mémoire a S. aureus.
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Figure 23. Staphylococcus aureus induit une inflammation médiée essentiellement par 'immunité innée mais aussi une réponse adaptative spécifique modulée par
le microenvironnement cutané. Lors de la premiéere exposition a S. aureus sur une peau intacte (non inflammatoire, non altérée), la bactérie induit une inflammation dépendante
(i) de la production de facteurs de virulence (FV) via I'activation de son quorum sensing Agr (Agr-QS), inhibée par la savirin, (ii) de la concentration en bactéries appliquées sur
la peau et (iii) de sa viabilité. Cette inflammation est médiée par I'immunité innée principalement, notamment les monocytes/macrophages. Les neutrophiles, qui infiltrent la peau
en nombre, limitent la quantité de bactéries persistant sur la peau, mais n’induisent pas d’inflammation visible. Enfin, des IgG et des lymphocytes T (LT) spécifiques de S. aureus
s’accumulent dans la peau mais ne participe pas a l'inflammation primaire. A distance de la primo-exposition a S. aureus, des LT résidents mémoires (LTrm), essentiellement
producteurs d’IL-17A, de GM-CSF, mais également d’iL-4 et d'IFN-y, persistent mais n’induisent pas de réaction d’hypersensibilité lors d’'une réexposition a la bactérie.

Lorsque la primo-exposition a lieu sur une peau inflammatoire, le phénotype, la localisation et les fonctions des LTrm spécifiques qui s’accumulent, changent.

Si l'inflammation induite est orientée vers une réponse de type-17 suite a la co-application de S. aureus avec de I'imiquimod [IMQ], la réexposition a S. aureus a distance induit
une réponse limitant la persistance de S. aureus ; en parallele, les LTrm qui persistent produisent davantage d’IL-17A et d'IFN-y, et présentent un phénotype de type LTrm CD8*
localisés principalement au niveau de I'épiderme.

Lorsque la primo-exposition survient sur une peau inflammatoire orientée vers une réponse de type-2, suite a la co-application de S. aureus avec du calcipotriol [MC903], la
réexposition a S. aureus a distance induit une réaction de type hypersensibilité, qui ne limite par la persistance de la bactérie ; en paralléle, les LTrm qui s’accumulent dans la
peau produisent davantage d’'IL-4 et d'IFN-y (et moins d’IL-17A).
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Contribution de Staphylococcus aureus a 'immunopathologie de la dermatite atopique

La dermatite atopique (DA) est une dermatose inflammatoire chronique associée a une colonisation
cutanée a Staphylococcus aureus (S. aureus). Certaines études suggerent que la colonisation a S.
aureus pourrait survenir avant méme I'apparition des symptomes de DA.

Ce travail de thése a porté sur le réle de S. aureus en tant que déclencheur des symptémes cutanés
de la DA, ce qui avait été peu exploré jusqu’alors. L'objectif était de caractériser les principaux facteurs
bactériens et les mécanismes immunitaires subséquents par lesquels S. aureus déclenche une
inflammation de type DA. Nous avons pour cela utilisé un modéle expérimental d'exposition épicutanée
a S. aureus induite chez la souris, sur une peau intacte ou inflammée. Ce travail a permis de (i) confirmer
gue des souches cliniques de S. aureus ont la capacité d’induire une inflammation cutanée de type DA,
mais également de démontrer que : (ii) I'induction d’une inflammation de type DA sur une peau intacte
dépend de la densité bactérienne a laquelle la peau est exposée, la production de facteurs de virulence
bactériens, la viabilité des bactéries ; (iii) 'inflammation induite par la bactérie colonisant une peau
intacte est médiée essentiellement par 'immunité innée, notamment les monocytes/macrophages et
linflammasome ; (iv) 'accumulation de lymphocytes T résidents mémoires a distance de I'exposition a
la bactérie sur une peau intacte n’induit pas de réactions d’hypersensibilité cutanée en cas de
réexposition a la bactérie. Toutefois, a partir de données préliminaires, nous avons également démontré
que (v) la modulation du microenvironnement cutané au moment de la primo-exposition a S. aureus
permet de promouvoir une réponse mémoire soit pathogénique de type hypersensibilité, soit protectrice
lors d’une réexposition a la bactérie.

L’ensemble de ce travail suggére un réle de S. aureus dans I'induction des symptémes de DA et
permet de souligner I'importance de I'immunité innée dans ce phénoméne et du microenvironnement
cutané en vue de la réponse mémoire vis-a-vis de la bactérie, offrant des perspectives aussi bien dans
la prise en charge des patients atteints de DA que dans le domaine de la vaccination anti-S. aureus.

Contribution of Staphylococcus aureus to immunopathology of atopic dermatitis

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory dermatosis associated with Staphylococcus aureus
(S. aureus) skin colonization. Some studies suggest that S. aureus colonization may occur even before
the onset of AD symptoms.

This thesis focused on the role of S. aureus as a trigger of AD skin symptoms, which had been little
explored until now. The objective was to characterize the main bacterial factors and subsequent immune
mechanisms by which S. aureus triggers AD-like inflammation. To this end, we used an experimental
model of epicutaneous exposure to S. aureus induced in mice, on intact or inflamed skin. This work
allowed us to (i) confirm that S. aureus clinical strains have the capacity to induce AD-like skin
inflammation, but also to demonstrate that : (ii) the induction of an AD-like inflammation on intact skin
depends on the bacterial density to which the skin is exposed, the production of bacterial virulence
factors, the viability of the bacteria; (iii) the inflammation induced by the bacterium colonizing intact skin
is mainly mediated by innate immunity, notably monocytes/macrophages and inflammasome ; (iv) the
accumulation of resident memory T cells remote from bacterial exposure on intact skin does not induce
cutaneous hypersensitivity reactions upon re-exposure to S. aureus. However, based on preliminary
data, we have also demonstrated that (v) modulation of the skin microenvironment at the time of primary
exposure to S. aureus promotes either a pathogenic hypersensitivity-type memory response or a
protective response upon re-exposure to the bacteria.

This work suggests a role for S. aureus in the induction of AD symptoms and highlights the
importance of innate immunity in this phenomenon and of the cutaneous microenvironment for the
memory response to the bacteria, offering prospects both in the management of patients with AD and
in the field of anti-S. aureus vaccination.
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