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Introduction

La premiére barri¢re contre les pathogenes est I’épithélium cutané et les muqueuses digestives
et respiratoires. La peau est une des interfaces les plus importantes avec le milieu extérieur et
constitue une barriére physique, biochimique et immunologique d’une surface de 2m* (1)
pour 5 Kg de poids. C’est un organe complexe dont le fonctionnement a 2 finalités 1) assurer
une communication entre notre organisme et le milieu environnant, ii) protéger notre
organisme des agressions extérieures. La peau est en effet en contact permanent avec des
bactéries, virus, champignons et parasites, susceptibles d’étre pathogénes. Une flore
commensale constituée d’un écosystéme microbien complexe est présente a la surface
cutanée. La peau est également un organe sensoriel majeur contenant de nombreux récepteurs
répondant a divers stimuli (contact, douleur, modifications de température). La densité de ces
récepteurs, variable en fonction de la région, peut aller jusqu’a 2500 récepteurs/cm’ sur la
pulpe des doigts. La peau doit de plus assurer une hydratation adéquate, et permettre la
synthése de vitamines et d’hormones. Défendre cette interface, afin de maintenir
I’homéostasie avec la flore commensale, et prévenir 1’invasion de pathogénes, est un vrai
challenge. Il existe ainsi un systétme de surveillance immunitaire cutané performant,
permettant d’engendrer des réponses immunitaires adéquates vis a vis des traumatismes,
infections, toxines, tout en maintenant une homéostasie, afin de prévenir les allergies et
I’auto-immunité. Le maintien de I’intégrité de la peau repose sur une régulation étroite de la
communication entre les kératinocytes et les cellules immunitaires. En situation pathologique,
des réponses inflammatoires variées peuvent étre observées aboutissant a des entités cliniques
différentes. Elles sont la résultante d’un dialogue entre I’épiderme, le derme et les cellules
inflammatoires actives, et reposent sur une balance de signaux pro et anti-inflammatoires.
Durant cette these, j’ai étudié la réponse immunitaire au cours de la maladie de Verneuil, une

dermatose chronique inflammatoire de physiopathologie inconnue.
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I- Réponse antimicrobienne cutanée

1- Les cellules effectrices de la réponse immunitaire cutanée

1-1 Anatomie cutanée

La peau est constituée de 3 couches : 1) I’épiderme, partie superficielle ; ii) le derme, partie
interne plus épaisse ; ii1) ’hypoderme partir profonde graisseuse.

L’épiderme mesure suivant les zones de 'organisme de a 1 a 4 millimetres. C’est un
épithélium stratifi¢ pavimenteux orthokératosique en constant renouvellement. Les
kératinocytes représentent 80% des cellules de I’épiderme. Les kératinocytes peuvent étre
divisés en quatre couches (de la profondeur a la superficie) : 1) la couche basale ou ils ont un
maximum d’activité proliférative, 2) la couche spineuse, 3) la couche granuleuse, 4) la couche
cornée. Le kératinocyte migre a travers 1’épiderme depuis les couches basales jusqu’aux
cellules cornées en 3 semaines en moyenne pour une peau normale. Au cours de leur
migration, les kératinocytes perdent leur fonction proliférative et se différencient en
cornéocytes, cellules anucléées aplaties soudées par des jonctions serrées avec un ciment
extra cellulaire constitué principalement de lipides (céramides, acide gras libres, tryglicérides,
cholestérol). La couche cornée assure la fonction primordiale de barriére cutanée, fonction
renforcée par I’existence a sa surface d’un film hydrolipidique constitué d’un mélange de
sueur et de sébum qui rend la peau pratiquement imperméable a I’eau, tout en laissant passer
des petites molécules. Les kératinocytes basaux adhérent a la matrice extra cellulaire via les
hémi-desmosomes et les kératinocytes sont accrochés entre eux par les desmosomes. Au
niveau de la couche cornée ces desmosomes se transforment en cornéodesmosomes. La
différenciation épidermique est un processus de maturation continue et orientée des
kératinocytes avec des changements morphologiques et biochimiques (apparition de

filaments, de granules basophiles puis disparition du noyau), aboutissant a la formation de la
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couche cornée protectrice superficielle, constamment renouvelée. L’épiderme est également
constitué de mélanocytes, cellules de langerhans, lymphocytes T et cellules de Merkel
(cellules neuroépithéliales).

Le derme, séparé de I’épiderme par la membrane basale, est constitué¢ de fibroblastes et de
nombreuses cellules immunitaires (cellules dendritiques dermiques, innate lymphoid cells,
lymphocytes T, B, NK, mastocytes et macrophages) au sein d’une matrice extra-cellulaire
constituée de fibres de collagénes, réticulines, élastines et d’une substance fondamentale
(mucopolysaccharides). Au sein du derme se trouvent de nombreux vaisseaux sanguins. Deux
couches peuvent étre identifiées : supérieure ou papillaire et inférieure ou réticulaire.

Les annexes sont constituées des phanéres (ongles et poils) et des glandes (sudoripares
eccrines, sudoripares apocrines et sébacées). Les follicules pileux sont des structures
complexes, principalement constitués de kératinocytes en continuité avec 1’épiderme, et
pénétrant en profondeur dans le derme. Les poils contribuent a la thermorégulation, 1’activité
sensorielle, la protection physique, la dispersion de s€bum et phéromones. Les follicules pilo-
sébacés comportent i) le poil et ses gaines, ii) le muscle arrecteur du poil, iii) la glande
sébacée. L’isthme d’un follicule pileux est la zone ou s’abouchent les glandes sébacées. Le
bulge, zone particulierement importante ou sont situées les cellules souches du poil est un
renflement situé juste sous I’insertion du muscle arrecteur. La région sus-isthmique comprend
la tige pilaire émergeante de la surface cutanée, et I’infundibulum, cavité en communication
avec la surface cutanée. La région sous-isthmique comprend la racine du poil entouré de ses
gaines externe et interne. La paroi de I’infundibulum se prolonge dans la région sous-
isthmique par la gaine épithéliale externe. A son extrémité profonde, I’invagination
¢pidermique se renfle et forme le bulbe pileux. Celui-ci est constitué de cellules matricielles
médianes qui proliférent tout en progressant vers la surface de la peau, donnant ainsi les

kératinocytes de la racine du poil dans la région sous-isthmique puis ceux de la tige pilaire
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dans la région sus-isthmique. La gaine épithéliale interne résulte de la multiplication et de la
différenciation des cellules matricielles latérales. Les cellules souches épithéliales du bulge
servent de véritable « réservoir » de cellules épithéliales. Ces cellules peuvent migrer hors du

follicule et régénérer I’épiderme endommagé.
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Figure 1 : les cellules du SALT, adapté de Nestle et al. (2)

1-2 Le concept de SKin-Associated Lymphoid Tissue : SALT

En 1983, Streilein évoque le concept de « SALT » Skin-Associated Lymphoid Tissue, en
référence au GALT Gut-Associated Lymhoid Tissue, pour décrire le trafic continu des
cellules immunes entre la peau, les ganglions lymphatiques drainant et le sang périphérique.
En 1986, Bos et Kapsenberg étendent ce concept a celui de SIS « skin immune system » en

incluant I’ensemble des cellules cutanées. Plus récemment, Nestle et al. en 2009 ont proposé
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le concept de « sentinelle cutanée » avec notamment les roles majeurs des kératinocytes,
cellules en lere ligne dans la défense cutanée, des cellules dendritiques cutanées et des

lymphocytes mémoires résidents dont le role va étre développé dans cette introduction (2).

2 Les kératinocvtes

2-1 Role de sentinelle immune

Les kératinocytes peuvent étre considérés comme la lere ligne de défense contre les
pathogenes. Ils peuvent détecter et discriminer les agents microbiens commensaux et
inoffensifs des pathogénes. Les kératinocytes peuvent répondre rapidement aux signaux de
danger par plusieurs mécanismes. Ces cellules possédent des récepteurs de I'immunité inné,
les PRRs « Pattern Recognition Receptors » (3), capables de reconnaitre des motifs
moléculaires conservés présents sur les pathogenes PAMPs « Pathogen-Associated Molecular
Patterns ». Les kératinocytes expriment différents TLR (Toll-Like-Receptor) localisés soit a
la surface membranaire (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5 et TLR-6), soit au niveau de leurs
endosomes (TLR-3 et 9). Le signal induit par les TLR entraine 1’activation du facteur de
transcription NfkB puis la transcription de nombreux génes de 1’inflammation (4).

Les kératinocytes expriment également des récepteurs NLR Nod-Like Receptor (récepteurs
contenant des motifs riches en leucine) pouvant reconnaitre des PAMPs mais aussi des motifs
moléculaires liés a des signaux de danger exogéne (irritants, toxiques). Les signaux médiés
par ces récepteurs entrainent ’activation de la voie de I’inflammasome, un large complexe
multiprotéique formé par un récepteur NLR, une protéine adaptatrice ASC (apoptosis-
associated speck-like protein) contenant un domaine de recrutement des caspases, et la pro-
caspase 1. L’assemblage de I’inflammasome induit 1’activation de la caspase 1 qui clive la
pro-interleukine-1f3 (pro-Il1-1f) et la pro-IL-18, formant ainsi les formes actives de ces 2

cytokines inflammatoires. Il a récemment été démontré que les radiations ultraviolets (UV)
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activaient la voie de I’inflammasome dans les kératinocytes chez I’homme. De plus, des
allergénes appliqués sur la peau induisent 1’activation des cytokines IL-1f et IL-18 via la voie
de I'inflammasome et entraine ainsi un eczéma de contact. La sécrétion de ces cytokines
inflammatoires engendre 1’activation des cellules épithéliales voisines, 1’activation des
cellules T CD4+, cellules dendritiques et la sécrétion des cytokines IL-la, IL-1p, IL-6 et
TNF-a amplifiant ainsi le signal inflammatoire.

Les kératinocytes de la couche granuleuse produisent les peptides anti-microbiens (PAM)
(S100A7 ou psoriasine, SI00A8 ou calgranuline A, S100A9 ou calgranuline B, lipocaline, f3-
défensines, cathelicidines ou CAMP/LL37) « antibiotiques naturels » contre les pathogénes.
La production de PAM par les kératinocytes est constitutionnelle mais est augmentée en cas
de situation pathologique (infection/inflammation/lésion cutanée) notamment par 1’action des
cytokines IL-17 et IL-22. Leur rdole primordial dans la réponse anti-microbienne cutanée est
développé dans un paragraphe ci-dessous. Au cours de leur différenciation orientée, les
kératinocytes de la couche granuleuse perdent leur noyau et acquic¢rent des protéines
membranaires afin de devenir des cornéocytes. Cette enveloppe lipidique, a I’image de la
barri¢re intestinale, pourrait également retenir les PAM a la surface cutanée. Ainsi, cette
enveloppe est une véritable barriére physique riche en lipides, empéchant les pertes hydriques

et la pénétration des agents microbiens.

2-2 Les kératinocytes peuvent initier ’inflammation cutanée

En plus des PAM, les kératinocytes sécrétent également de nombreuses cytokines, incluant
IL-1, IL-6, IL-10, IL-18 et le tumour necrosis factor (TNF-at). La production d’IL-1 par les
kératinocytes est particulierement intéressante. L’IL-1 a des effets biologiques larges. L’IL-1
permet notamment 1’activation des cellules Ty et des cellules dendritiques, et promeut

¢galement la maturation des lymphocytes B et leur expansion clonale. Dans la peau saine, les
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kératinocytes synthétisent constitutionnellement les précurseurs pro-IL-1a et pro-IL-1f mais
leurs formes actives ne sont pas sécretées. Apres une exposition a des stimuli (irradiation UV
par exemple), les cytokines IL-1f3 et IL-18 actives sont produites via 1’inflammasome et
sécretées par les kératinocytes.

Les kératinocytes transmettent des signaux inflammatoires aux cellules immunes cutanées via
la production de cytokines et chémokines. De nombreuses cascades de signaux
inflammatoires sont activées dans 1’épiderme des patients atteints de dermatoses
inflammatoires, suggérant un rdle clé des voies intrinseques des kératinocytes dans la
régulation de ’homéostasie et de I’inflammation cutanée. Par exemple, la voie TNF-a est
primordiale dans I’inflammation cutanée. L’efficacité des anticorps anti-TNF-a dans le
traitement du psoriasis confirme ce role. Cependant, les mécanismes précis cellulaires et
moléculaires contrélant I’inflammation cutanée restent incompris. Une récente étude a montré
que I’inflammation cutanée chez les souris knockout /kbkb spécifiquement dans les cellules
épithéliales, était médiée par [’activation du récepteur TNFR1 dans les kératinocytes.
L’activation du TNFR1 induisait une augmentation de 1’expression de I’'IL-24. L’IL-24, via
une action autocrine et paracrine, activait la sous-unité al du récepteur IL-22, et induisait
ainsi I’augmentation de la production de cytokines et chémokines inflammatoires dans les
kératinocytes via 1’activation de la voie STAT3. De facon intéressante, 1’absence d’IL-22
(cytokine agissant également sur I’'IL-22RA1 et activant STAT3) ne permet pas de prévenir le
développement de Iésions cutanées inflammatoires dans ces souris /kbkb-knockout, ce qui
suggere que 1’IL-22 et I’'[L-24 peuvent avoir des rdles distincts dans I’inflammation cutanée
().

De plus, des études récentes chez plusieurs modeles de souris ont montré que la mort des
kératinocytes pouvait engendrer une inflammation cutanée. Le facteur commun a ces modeles

murins était que la mort des cellules épithéliales et I’inflammation induite dépendaient en
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partie du TNF-a via le récepteur TNFR1. Ces résultats suggérent qu’une dysrégulation de la
voie du TNFR1 dans les kératinocytes induit une inflammation cutanée. Or, plusieurs
bactéries et virus expriment des protéines inhibitrices de la voie du TNFRI1. L’interaction
entre ces microorganismes et les kératinocytes pourrait induire une inflammation cutanée de
facon similaire a I’inflammation observée dans les modéles murins ou la voie TNFRI est
génétiquement inhibée.

Les kératinocytes activés sécrétent également de nombreuses chémokines (CXCL9, CXCLI10,
CXCL11, CCL20 et CCL27), permettant le recrutement de nombreux leucocytes nécessaires
a une réponse inflammatoire adaptée: neutrophiles, macrophages et lymphocytes T. Le role
des kératinocytes dans la réponse inflammatoire est débattu : ces cellules sont-elles capables
d’initier une réponse inflammatoire, ou répondent-elles a une stimulation cytokinique ? Les
kératinocytes sont des cellules présentatrices d’antigénes non professionnelles puisqu’ils
expriment le CMHII mais pas les facteurs de co-stimulation. Ainsi les kératinocytes ne
peuvent pas induire une différenciation des cellules T naives, mais peuvent par contre

déclencher une réponse immunitaire en présentant 1’antigéne a des cellules T mémoires.

3- Les peptides anti-microbiens (PAM)

Les PAM ont un role essentiel dans la réponse anti-microbienne et la protection cutanée. Ces
antibiotiques naturels, effecteurs de I'immunité innée conservés au cours de 1’évolution, sont
retrouvés dans le régne animal et végétal (6). Les PAM des mammiféres sont des protéines
dont le role est de rapidement tuer ou inactiver les microorganismes. Les cellules épithéliales
de la peau, du systéme digestif et de I’appareil respiratoire sont capables de produire un riche
arsenal de PAM, différent en fonction du site, reflétant la complexité du challenge de ces
tissus a lutter contre 1’invasion des pathogenes. En effet, chaque interface produit des PAM

caractéristiques et adaptés a leur environnement. Plus de 1200 PAM ont été identifiés a ce
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jour. Différentes familles de PAM ont été décrites : les défensines, cathelicidines, lectines de
type C, ribonucléases et les protéines S100. Les principales familles de PAM produit dans la
peau sont décrites dans le tableau 1. Les PAM clés de la peau sont les cathelicidines (7), les B-
défensines et les protéines S100 (8). L’unique géne de la famille cathelicidine (CAMP) code
pour un précurseur CAP18 ou CAMP (9). Cette protéine peut étre clivée a divers sites
générant ainsi divers PAM, dont le peptide LL37. Le précurseur CAPI8 et les peptides
matures sont exprimés abondamment dans les mastocytes de la peau normale, et a un taux
plus faible dans les kératinocytes et les glandes sébacées (10)(11). Une inflammation cutanée
induit non seulement une forte augmentation de 1’expression de précurseur CAP18, et donc de
LL37 par les kératinocytes, mais également le recrutement de neutrophiles, producteurs de
LL37 (12)(13). Contrairement a la famille cathelicidine, 90 geénes codant pour des B-

défensines ont été identifiés chez ’homme et chez la souris.

3-1 Site d’expression

Les cellules épithéliales sont la source majeure de PAM. Cependant, d’autres cellules
immunitaires (mastocytes, neutrophiles) peuvent également produire des PAM au cours de
situations inflammatoires. Dans la peau, les kératinocytes sont la principale source de PAM.
En particulier, les kératinocytes des follicules pileux produisent constitutionnellement les
PAM cathelicidines et B-défensines, a un taux plus important que les kératinocytes de
I’épiderme. De plus, les cellules des glandes sébacées et apocrines, peuvent produire des
PAM (cf figure 2). hBD-1 est exprimée de fagcon constitutionnelle par les kératinocytes mais
ne posseéde qu’un faible activité antibiotique par rapport aux autres défensines (14).
Récemment, il a ét¢ montré que la forme réduite d’hBD-1 pouvait devenir un puissant peptide
anti-microbien. Cette réaction de réduction est catalysée par I’enzyme thioredoxine, exprimée

dans I’épiderme (15). Ceci suggere que toute régulation de cette réaction est primordiale pour

20



la protection innée conférée par hBD-1. Les niveaux d’expression de hBD-2, hBD-3, et des
cathelicidines dans les kératinocytes sont bas au stade basal, mais rapidement augmentés lors
des infections, inflammation et dans les phases de cicatrisation (16)(17). Le complexe
hétérodimérique S100A8/S100A9 (calprotectine) est produit dans les kératinocytes lors des
infections bactériennes a Gram négatif. La reconnaissance du motif moléculaire flagelline par
les TLRS est critique pour la régulation de la calprotectine (18). La psoriasine (PS100A7) est
accumulée dans 1’épiderme et dans les glandes sébacées puis secrétée a la surface cutanée. La
dermicidine est un PAM exprimée constitutionnellement sous forme d’un précurseur
protéique dans les glandes sébacées eccrines puis secrétée sous forme active aprés un clivage
protéolytique (19). Les PAM produits par les PNN et mastocytes, cellules positionnées pres

des vaisseaux sanguins, luttent contre les pathogénes aprées leur inoculation cutanée.

b Commensal-
Host-derived AMP EBTEQ?E&BDZ I§{sp°|lyme derived AMP
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Figure 2 : les PAM et leur site d’expression, adapté de Grice et al(l)
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3-2 Mécanismes d’action

Les PAM protegent les interfaces du milieu extérieur par différents mécanismes : i) mort des
microorganismes, ii) chémotactisme de cellules immunitaires, iii) modulation de la réponse
aux TLR, iv) limitation du contact des bactéries avec les cellules épithéliales.

La plupart des PAM cible la structure des membranes des microorganismes, entrainant ainsi
une rupture membranaire et leur mort. D’autres PAM procédent par attaque enzymatique. Les
cathelicidines et les B-défensines sont des peptides chargés positivement constitués de 10 a
50 acides aminés caractérisés par une structure hydrophobe ou amphipathique, leur permettant
d’interagir avec les membranes microbiennes chargées négativement, puis de créer un pore
membranaire (20), entrainant alors une rupture de l’intégrit€é membranaire et la lyse des
microorganismes cibles (21). Le mode d’attaque de la psoriasine et RNase7 n’est pas établi
mais différe des cathelicidines et des B-défensines. Ainsi, les différentes familles des PAM
ont des mécanismes d’action variés. Ceci aide a limiter le développement de résistances des
microorganismes Vvis a vis d’eux. De nombreuses bactéries ont développé des résistances vis a
vis d’antibiotiques, alors que les PAM, antibiotiques naturels, ont conservés leur efficacité au

cours de 1’évolution.

Les cathelicidines, des B-défensines et des protéines S100 possédent également une activité
chémotactique en se liant a des récepteurs de chémokines. En effet, ces PAM peuvent recruter
les leucocytes par des mécanismes directs ou indirects, modifiant ainsi la réponse
inflammatoire. Les cellules recrutées différent en fonction du groupe des PAM. Les a-
défensines induisent la migration sélective des lymphocytes naifs T CD4+CD45RA+ et des
cellules TCD8+, tandis que les B-défensines induisent la migration des lymphocytes T
mémoires CD4+CD45RO+ et des cellules dendritiques immatures (22). Le pouvoir

chémoattractant des défensines est inhibé par des anticorps dirigés contre CCR6. HBD3 et
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HBD4 ont un chémotactisme pour les monocytes/macrophages, HBD2 pour les mastocytes.
LL37 permet de recruter les neutrophiles, monocytes, cellules T et les mastocytes. En plus de
cette action directe, LL.37 peut induire la migration des kératinocytes en activant le récepteur
EGF (epidermal growth factor) (23).

Les PAM peuvent également interagir avec les TLR, et moduler ainsi leur réponse. La
réponse inflammatoire peut ainsi étre inhibée, ou au contraire stimulée. Les cathelicidines
interagissent directement avec les TLR. Il a ét¢ montré que LL37 se lie avec I’ADN du soi
(self-DNA). Ce complexe se lie alors au TLR9, qui une fois activé, augmente la production
d’IFN de type 1 (24). Lors d’une infection, les PAM peuvent dans le méme temps tuer les
microorganismes et neutraliser une réponse inflammatoire excessive. Ainsi, une expression
inappropriée de PAM peut contribuer a une dérégulation de la réponse inflammatoire et au
développement de pathologies auto-immunes. Dans le psoriasis, un exces de production de
LL37 permet la reconnaissance des acides nucléiques du soi par les cellules dendritiques
plasmacytoides et les kératinocytes ce qui aboutit & une production excessive d’IFN-a et
I’activation de la réponse immunitaire adaptative.

L’expression de la protéine PS100A7 (psoriasine) est augmentée dans des dermatoses
inflammatoires (notamment le psoriasis). En plus de ses fonctions immunomodulatrices
(production de cytokines et chémokines), PS1I00A7 induit 1’expression des protéines des
jonctions serrées (claudines et occludines), et des protéines E-cadhérine et (-caténine,

renforgant les liaisons intercellulaires et la barriere cutanée (25).

3-3 Régulation de ’expression des PAM

In vivo, les PAM protégent les muqueuses des pathogenes, contrélent le microbiote et limite
le contact des microorganimes avec [’épithélium, maintenant ainsi 1’homéostasie. La

production constitutionnelle des PAM, médiateurs de I'immunité innée, est un moyen de
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défense contre I’invasion des pathogeénes conservé au cours de 1’évolution. Au cours
d’infection ou inflammation cutanée, la production locale de PAM par les kératinocytes peut
étre stimulée par les cytokines inflammatoires IL-17 et IL-22, produites notamment par les
cellules Th17/Th22 (figure 3) (26)(27)(2). La production et la sécrétion des PAM sont
étroitement régulées par les microorganismes et lors des 1ésions épithéliales. Certains PAM
sont secrétés par les kératinocytes aprés reconnaissance de motifs moléculaires bactériens par
les PRR présents sur les kératinocytes. Il a ét¢ notamment montré que la production d’HBD2
par les kératinocytes pouvait étre induite par la flagelline, motif moléculaire conservé du
pseudomonas aeruginosa, reconnu par TLRS. Des expériences sur des souris germ-free ont
révélés que la sécrétion de certains PAM intestinaux sont indépendants du microbiote, tandis
que la sécrétion d’autres PAM requicre des signaux bactériens (ANG4, REG3y) (28)(29)(30).
Une des fonctions majeures des PAM est de répondre rapidement apres une lésion cutanée,
rupture de la barriére cutanée physique, afin d’établir une protection temporaire contre les
infections. La réparation cutanée et la production de PAM sont étroitement liées. Apres une
1ésion épithéliale, 1I’expression d’HBD3 par les kératinocytes est stimulée par I’activation du
récepteur EGFR (31). D’autre part, apres infection ou Iésion épithéliale, la vitamine D3 25-
OH est hydroxylée par le cytochrome p450 en 1,25-OH vitamine D3, sous I’influence de TNF
ou interférons de type 1, et aprés activation des TLR2. 1,25-OH vitamine D3 induit
I’expression de CAMP, précurseur de LL-37 (32)(33). LL-37 contribue a la réparation
tissulaire en favorisant la ré-épithélialisation et la néovascularisation. Ces données suggerent
que le régime alimentaire et I’exposition solaire (générateurs de vitamine D) pourraient
influencer 1’expression de PAM.

Un autre axe de régulation est le controle du stockage de ces protéines. En effet, les cellules
hétes doivent se protéger des effets toxiques potentiels des PAM sur leurs membranes. De

nombreux PAM sont donc stockés dans des granules et/ou sous formes de précurseurs. Par
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exemple, les cathelicidines sont produites sous forme de précurseurs CAMP. Les pro-peptides
sont alors clivés par I’enzyme protéase 3 dans les neutrophiles (34) et les kallikréines dans les

kératinocytes (35).
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inflammation
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TB-defensin-1, B-defensin-2
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Figure 3 : role des IL-17/22 dans la synthese de PAM, adapté de Sonnenberg et al (36)

Famille Protéines Meécanisme Sites Cellules Organismes
représentatives d’action d’expression | productrices cibles
B-defensines BD1, BD2, BD3 | Intéraction Intestion, Entérocytes, Bactéries Gram
membranaire peau, poumon | kératinocytes, +, Gram-,
Cellules champignons,
épithéliales de virus,
I’appareil protozoaires
respiratoire
Cathelicidines LL37 Intéraction Intestion, Neutrophiles, Bactéries
membranaire peau, mastocytes, Gram +, Gram-
poumon, cellules champignons,
tractus épithéliales virus
urinaire
poumons,
Psoriasine NA Inconnu peau Kératinocytes Escherichia
(S100A7) Coli
RNase RNase 7, ANG4 | Inconnu Peau, intestin | Cellules Bactéries
épithéliales Gram +, Gram-
Protéines ciblant | PGLYRP1-4 Reconnaissance Peau, intestin, | Cellules Bactéries
les des foie, glandes | épithéliales Gram +, Gram-
peptidoglycanes peptidoglycanes mammaires
des
microorganismes

Tableau 1 : les principaux PAM
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3-4 PAM et maladies

Compte tenu des fonctions cruciales des PAM dans le maintien de I’homéostasie des surfaces
¢pithéliales, une dérégulation de la production et des fonctions des PAM peuvent étre associés
a des pathologies. Une production anormale de PAM a été décrite dans plusieurs dermatoses
comme la dermatite atopique, la rosacée et le psoriasis. Chez les individus sains, les
cathelicidines et B-défensines sont constitutionnellement exprimés a un faible taux dans la
peau saine, mais leur production est rapidement augmentée en cas d’inflammation ou de
lIésion cutanée. Il a été démontré que Staphylococcus aureus induisait 1’augmentation de
I’expression de PAM (37)(38). Chez les patients atteints de dermatite atopique, la production
de PAM est insuffisante (39)(40). Cette inhibition de I’expression des PAM pourrait étre
secondaire a la production excessive des cytokines IL-4 et IL-13, produites par les
lymphocytes Th2, qui induisent I’expression de SOCS1 (Suppressor of cytokine signalling 1)
et SOCS3 wvia I’activation de STAT6. Cliniquement, ce défaut de PAM est corrélé a
I’augmentation de la susceptibilité d’infections chez les patients atopiques. A I’inverse, chez
les patients atteints de psoriasis ou de rosacée, on observe une réaction cutanée inflammatoire
inappropriée, mais une absence de susceptibilit¢é aux infections. Une augmentation de
I’expression de cathelicidines a ét¢ montrée. Cette augmentation n’est pas inhérente aux geénes
de ces PAM, mais liées aux systémes de régulation de leur transcription ou de leur clivage
(41). Dans la rosacée, I’expression anormale des TLR2 ou les polymorphismes des récepteurs
a la vitamine D retrouvés, pourraient induire une production anormale de PAM (41). Dans le
psoriasis, la production accrue d’IL-22 et d’IL-17, secondaire a I’infiltration cutanée des
lymphocytes Th17/Th22, engendre une augmentation de la production de PAM (26)(27)(2).
Une dérégulation de I’expression des PAM est également associée a des infections virales
molluscums contagiosums, condylomes acuminés et verrues (42), mais également a des

maladies auto-immunes (lupus cutané) (43).
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Ainsi, I’étude des PAM et la compréhension de leur physiologie (production, régulation,

mécanismes d’action) permettent d’envisager de nouvelles armes thérapeutiques.

4- Les cellules dendritiques cutanées

Les cellules dendritiques (DC) cutanées sont classées selon leur localisation anatomique: les
cellules de Langerhans sont situées dans 1’épiderme, principalement dans les couches supra-

basales, tandis que les DC dermiques sont situées sous la jonction dermo-épidermique.

4-1 Les cellules de Langerhans de I’épiderme

Les cellules de Langerhans (LCs) sont localisées dans I’épiderme. Puissantes cellules
dendritiques, elles sont caractérisées par I’expression du CDla chez ’homme et de la
langerine (CD207) chez la souris et par la présence dans leur cytoplasme de granules de
Birbeck. Les LCs humaines induisent la différenciation préférentielle des cellules Th2 et
Th22 (44). Les LCs présentent une activité de cross-présentation importante aux lymphocytes
T CD8+ et permettent d’initier une réponse allogénique dépendante de I’'IL-15. Seneschal et
al, ont montré en 2012, qu’en I’absence de stimulation antigénique, les LCs induisaient la
prolifération de cellules Treg (CD3'CD4 CD25"FoxP3") mémoires résidentes dans des co-
cultures de LCs cutanées (HLADR+ CD207+) et de Ilymphocytes T cutanés
(CD45RO+CLA+CCR4+CCR7-CD62L-) isolés du méme donneur sain (45). Par contre, en
présence de candida albicans, les LCs induisent et activent la prolifération des cellules T
effectrices mémoires et limitent 1’activation des Treg. Ainsi les LCs jouent un role essentiel
dans le maintien de ’homéostasie cutanée.

Chez la souris, les cellules de Langerhans dérivent de précurseurs myéloides et de monocytes
durant I’embryogénese. Elles expriment les marqueurs CD11c CD207 et le CMHII des la

naissance. Ces cellules proliférent entre J2 et J7, puis les LC différenciées ont une
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prolifération lente in situ, permettant de maintenir un nombre suffisant de cellules in situ
durant 1’age adulte, sans intervention nécessaire de la moelle osseuse. Ce mode de
renouvellement contraste avec les autres cellules dendritiques qui requi€rent constamment des
précurseurs issus de la moelle osseuse. Le maintien des LC serait permis par 1’IL-34 produit
constitutionnellement par les kératinocytes. Ce systeme indépendant de la moelle osseuse
pourrait étre une adaptation de 1’épiderme, pauvre en vaisseaux sanguins et séparé du derme
vascularisé par une membrane basale (46). Les follicules pileux sont impliqués dans ’acces
des monocytes et cellules de langerhans dans 1’épiderme. Nagao et al, ont montré dans un
modele de souris chimériques déplétées de leurs cellules de Langerhans, que les follicules
pileux sécrétaient les chémokines nécessaires au recrutement des précurseurs sanguins des
cellules de Langerhans, tout en étant une porte d’accés a 1’épiderme (47). En effet, les
kératinocytes des follicules pileux régulent le recrutement épidermique des cellules de
Langerhans et de leurs précurseurs dans les situations inflammatoires en exprimant soit les
chémokines CCL2, CCL20, permettant le recrutement des LCs, ou au contraire CCLS,
inhibant le recrutement des LCs. Ainsi, les follicules pileux produisent des chémokines et des

PAM qui permettent de controler I’infiltrat périfolliculaire (48).

4-2 Les cellules dendritiques dermiques

Plusieurs marqueurs permettent d’identifier les cellules dendritiques (DC) cutanées. Le choix
de ces marqueurs pour leur caractérisation phénotypique varie en fonction des investigateurs
et rend ainsi difficile la comparaison des études. CD11c permet d’identifier les cellules
my¢loides et n’est donc pas spécifique des DC dermiques. BDCA-1 (CDI1-c) et BDCA-3
(CD141) permettent de distinguer 2 sous types de DC CD11c+. Les marqueurs CD14 et CD1a
permettent également de distinguer 2 types de DC dermiques. CD14 caractérise un sous type

minoritaire de DC dermique dans la peau saine. Les DC dermiques CD14+ peuvent exprimer
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BDCA-1 et BDCA-3. Les DC CDla+ expriment ¢galement BDCA-1. Cependant, CDla est
¢galement un marqueur des LC et n’est ainsi pas spécifique des DC dermiques (49). Les DC
dermiques CD14+ ne sont pas de puissantes cellules présentatrices d’antigéne par rapport aux
autres DC. L’expression de CD141 par les DC CD14+ (ou thrombomoduline) caractérise une
sous-population produisant de I’IL-10. Différentes dermatoses inflammatoires sont
caractérisées par un infiltrat cutané de cellules dendritiques spécifiques contribuant au
processus inflammatoire.

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) sont caractérisées par la capacité a sécréter
de I'IFN de type I, en réponse a une infection virale, via 1’activation de leurs TLR7 et TLR9
par des acides nucléiques viraux. Les pDCs sont habituellement absentes de la peau normale
mais sont recrutées en cas d’inflammation (50)(24). Les pDCs contribuent au stade précoce de
réponses inflammatoires et a la réépithélialisation, notamment en produisant de I’'IL-6 et en

promouvant la production d’IL-17 et d’IL-22 par les lymphocytes T.

Le réle dynamique des macrophages et des monocytes dans la peau n’a pas clairement été
¢tabli. Les macrophages cutanés sont préférentiellement localisés dans le derme mais peuvent
migrer vers les ganglions lymphatiques afférents en situation inflammatoire. En plus des
macrophages résidents, les monocytes circulent du sang vers la peau en suppléance des DC
cutanées. Selon leurs fonctions, les monocytes et macrophages sont divisés en 3 groupes : 1)
les macrophages M1 pro-inflammatoires, impliqués dans les phases inflammatoires aigues et
chroniques ii) les macrophages M2 régulateurs, iii) et les macrophages impliqués dans la
réparation tissulaire. Les macrophages M2 synthétisent de I’IL-10 et du TGF-f et ont un role
essentiel dans la résolution de I’inflammation. Un autre mécanisme proposé serait la capacité
a produire des variants du VEGF par les macrophages M2. Ceux-ci favoriseraient la

lymphangiogénése et accélereraient ainsi la clairance des pathogénes cutanés (51).
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5- Les lvmphocytes

5.1 Les lymphocytes T résidents cutanés

Le concept classique de surveillance immunologique cutanée implique la circulation des
cellules immunes entre la peau et le sang. Cependant, des données obtenues a 1’aide du
modele de xénotransplant de peau inflammatoire humaine ont modifiées ce concept. En effet,
des cellules T résidentes en peau non inflammatoire sont nécessaires et suffisantes pour
induire une pathologie inflammatoire en 1’absence de lymphocytes T circulants (52)(53). Lors
d’une infection cutanée, les cellules dendritiques cutanées captent I’antigéne puis migrent
dans les ganglions lymphatiques drainants afin de présenter 1’antigéne aux cellules T naifs.
Des lymphocytes T centraux mémoires (Tcm), ainsi que des lymphocytes T effecteurs
mémoires (Tem) caractérisés par I’expression des facteurs CLA et CCR10, spécifiques de
I’antigéne sont ainsi générés. Les Tem migrent dans la peau puis deviennent des lymphocytes
T résidents mémoires (Trm). Lors d’une réinfection, les cellules dendritiques présentent
I’antigéne directement aux Trm cutanés permettant une réponse rapide. En paralléle, une
nouvelle génération de Tem est générée aprés présentation de 1’antigéne par les cellules
dendritiques (4)(54). Le nombre de lymphocytes T résidents a été évalué a 2.10'° sur
I’ensemble du revétement cutané « sain», soit 2 fois plus que le nombre de cellules T
circulantes (55). La majorité de ces cellules Trm ont été décrites CLA'CD45RO'CCR4".

Dans un modéle d’infection a herpes simplex virus (HSV) a été montré la supériorité des
lymphocytes T CD8'CD103" a conférer une protection vis a vis de ce virus par rapport aux
lymphocytes T CD4" du sang (56). Aprés la résolution de I’infection HSV, la peau contient 2
types de cellules T mémoires : les lymphocytes T CD4+ mémoires circulantes (entre les
ganglions et le derme), et les lymphocytes T CD8+ résidentes mémoires de 1’épiderme (57).

Ainsi des différences de topographie et de capacité migratoire ont été décrites entre les
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cellules T CD4" mémoires (dermiques/sanguines) et les cellules T CD8  mémoires
(épidermiques), en sus de leur différence fonctionnelle.

Le lymphome T cutané est un modele de pathologie permettant d’étudier le role des
lymphocytes circulants et périphériques. Le traitement par anticorps anti CDS52
(alemtuzumab) induit la déplétion des lymphocytes T mémoires centraux et périphériques
cutanés. Cependant une sous-population de lymphocytes T résidentes n’est pas touchée par
ce traitement. Or, les patients traités par cet anticorps anti-CD52 ont une protection efficace
contre les infections bactériennes et virales, ce qui suggere que la protection immunitaire
conférée par les lymphocytes résidents est suffisante (58). Récemment une population de

cellules T régulatrices résidente a également été décrite (59).

5.2- Le recrutement des cellules T in situ

Outre les PAM, deux chémokines jouent un role important pour la migration des lymphocytes

T vers la peau.

5.2.1 Interaction CCL27/CCR10

L’infiltration de lymphocytes T dans la peau joue un réle clé dans I’initiation et le maintien
d’une réponse inflammatoire cutanée. L’antigéne CLA (cutaneous lymphocyte-associated
antigen) définit une population de lymphocytes T mémoires migrant préférentiellement dans
la peau saine (60) et inflammée (61). Plus de 80 a 90% des lymphocytes T retrouvés dans les
Iésions cutanées présentent cet antigéne CLA. Cependant, les cellules T CLA+ représentent
seulement 10 a 15% du pool des cellules T circulantes et n’excédent pas 5% des lymphocytes
contenus dans des sites inflammatoires non cutanés (62). Le récepteur CLA+ permet la liaison

aux E-sélectines exprimées par les vaisseaux sanguins cutanés
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Les chémokines ou chimiokines, régulent le trafic des leucocytes vers les tissus périphériques
(chémotactisme) (63) et ont un rdle dans I’angiogénése, 1’hématopoiese, I’apoptose. Cette
superfamille, composée d’une cinquantaine de protéines, est répartie en 4 groupes (C, CC,
CXC, CX2C) en fonction du nombre et de I’intervalle entre les 1 a 4 résidus cystéine en
position amino-terminale. Elles interagissent avec des récepteurs membranaires couplés a des
protéines G. L’activité chémotactique des chémokines est liée a la création d’un gradient
chimique induisant la migration des leucocytes cibles de la région la moins concentrée a la
plus concentrée.

En 1999 a été identifiée (64) la chémokine CCL27 ou CTACK (cutaneous T cell attracting
chemokine), permettant la migration préférentielle des lymphocytes T CLA+, via I’interaction
avec son récepteur CCR10 (anciennement dénommé GPR-2). CCL27 est exclusivement
produite par les kératinocytes. Dans la peau de sujets sains, en immunohistochimie,
I’expression de CCL27 a été majoritairement observée dans le cytoplasme des kératinocytes
de la couche basale, tandis que dans des lésions inflammatoires (dermatite atopique et
psoriasis), le marquage CCL27 a également été observé dans les couches supra-basales de
I’épiderme ainsi qu’au sein du derme papillaire (65). CCR10 est essentiellement exprimé sur
les lymphocytes T CD4+ (expression négligeable au sein des T CD8+). L’expression de
CCRI10 est de plus restreinte aux cellules T CLA+. Des cellules non hématopoiétiques
(fibroblastes, cellules endothéliales du derme) peuvent néanmoins exprimer ce récepteur. Plus
de 90% des cellules T infiltrant la peau des dermatoses inflammatoires (psoriasis, dermatite
atopique) expriment CCR10.

CCL27 est constitutivement présent a 1’état basal dans les kératinocytes de la couche basale,
et son expression peut étre augmentée en cas d’inflammation cutanée. In vitro, I’expression
des transcrits CCL27 est augmentée apres stimulation des kératinocytes par le TNFa et I'IL-

1B chez I’homme et chez la souris (65). La synthése de CCL27 est induite par le TNFa via la
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voie NFkB, p38, ERK et JNK (66)(67), et par I'IL-18 via p38, et NFkB (68). Au contraire,
I’IL-17 diminue la production de CCL27 via la cyclooxygenase (COX)2 (69).

Le niveau d’expression de CCL27 dans les peaux inflammatoires est actuellement
controversé. En effet, des études récentes ont montré une diminution de I’expression de
CCL27 dans la peau de patients atteints de psoriasis (68) et une absence d’augmentation dans
la peau de patients atteints de dermatite atopique ou ezcéma de contact (68), contrairement
aux résultats décrits par Homey et al en 2002 (65). Karakawa et al, ont montré in vitro que
I’INF-y supprimait I’induction de CCL27 induite par le TNFa, via les voies JAK, STATI et
STAT3 et la phosphorylation de EGFR et ERK (67). L’INF-y seule (sans stimulation
préalable par TNFa) ne permet pas la diminution de I’expression de CCL27. Une expression
diffuse de CCL27 dans la peau péri-lésionnelle de psoriasis, mais restreinte aux kératinocytes
basaux dans les Iésions a également été¢ observée. Ainsi, ce groupe émet 1’hypothése d’une
régulation négative de I’expression de CCL27 (initialement induite par le TNFa et I’IL-1f)
par I'IFN-y et I’IL-17, cytokines produites par les lymphocytes Thl et Th17 infiltrant les

Iésions inflammatoires tardives de psoriasis.

5.2.2 Interaction CCL20/CCR6

La chémokine CCL20 ou MIP-3a (macrophage inflammatory protein-3at) ou LARC (liver
and activation-regulated chemokine) a ¢été découverte en 1997. Son expression était
initialement décrite dans le foie (70)(71). La chémokine CCL20 est le seul ligand du récepteur
CCR6 (72). CCL20 n’est pas capable d’induire une réponse biologique via un autre récepteur.
La stricte affinit¢ de CCL20 pour CCR6 est assez inhabituelle. En effet de nombreuses
chémokines, de structure homologue, peuvent se lier a plusieurs récepteurs différents. Cette
exception pourrait étre due a la présence d’un motif DCCL en position NH;-terminale de

CCL20 (73). En situation inflammatoire, le TNF stimule la production de CCL20 par les
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kératinocytes. Cette chémokine permet d’attirer les cellules dendritiques CD11c+ ainsi que les

cellules CCR6+ (CD4+ ou CD8+) productrices d’IL-17 dans le derme (49).

Injury

=

CCL20
<

Epidermis

el k.

Figure 4 : roles de chémokines CCL27 et CCL20 et de leurs récepteurs dans la réponse

immunitaire cutanée, adapté de Lonsdorf et al (74)

Outre les lymphocytes Tyd qui représentent 2 2 9% des cellules T dermiques et entre 1 a 10%
des cellules T épidermiques, de nombreux lymphocytes T conventionnels CD4+ (Thl, Th2,
Th17, Th22) et T CD8+ (Tc17, Tc22) peuvent résider dans la peau et étre augmentés dans des
pathologies inflammatoires (4). Les lymphocytes produisant de I'IL-17 et de I'IL-22
présentent un role primordial dans la réponse immunitaire antimicrobienne cutanée. En effet,
ces 2 cytokines IL-17 (A et F) et IL-22 sont des cytokines clé dans le maintien de

I’homéostasie de 1’épithélium.
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6- Les lvmphocytes Th17

Les cellules Th17 ont été identifiées comme une sous-population des lymphocytes T helpers
(Th) produisant de 1’IL-17, distincte des sous-populations Th1 et Th2 en 2006 (75)(76). Elles
sont caractérisées par I’expression des facteurs de transcription RoRYyT RORa, STAT3, IRF4,
AhR et des récepteurs CCR4+CCR6+ (77). Elles produisent les cytokines IL-17A, IL-17F,
IL-22, TIL-21, GM-CSF, TNF et IL-6. Les Thl7 sont impliquées dans de nombreuses
pathologies inflammatoires et auto-immunes, et ont un role primordial dans la défense de
I’organisme contre les pathogeénes extracellulaires, notamment fongiques et bactériennes (78).
La compréhension de la biologie des Th17 s’est nettement complexifiée. En effet, différentes
expériences ont mis en évidence qu’en fonction du contexte inflammatoire les cellules Th17
peuvent étre pathologiques ou non. In vivo, des études ont montré que des cytokines
inflammatoires produites par les Th17 pouvaient avoir des effets bénéfiques en fonction du
contexte. L’IL-22, cytokine impliquée dans I’inflammation dermique au cours du psoriasis,
protége des colites inflammatoires en promouvant la barriére épithéliale digestive (79). Le
role pathogénique des Th17 ne dépend donc pas seulement de I’'IL-17A mais aussi de

I’environnement cytokinique et du tissu si¢ge de I’inflammation.

6-1 Différenciation des Th17

Les cellules Th17 RORyt+ peuvent étre divisées en 2 groupes : 1) les cellules Th17 non
pathogenes ou protectives, exprimant a la fois I’'IL-10 et I’'TL-17, 2) et les cellules Th17
pathogeénes ou inflammatoires, exprimant les cytokines IL-17, IL-22, IFNy and GM-CSF
(80). L activité finale des Th17 est déterminée par la balance entre les fonctions protectives et
inflammatoires. Les cellules Th17 activées par TGFB et IL-6 promeuvent la défense et

I’intégrité des barriéres muqueuses et réduisent les réponses immunopathogéniques, tandis
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que les cellules Th17 activées par I’'IL-23 promeuvent I’inflammation tissulaire durant les

infections, la formation de granulomes et I’auto-immunité.

Target tissue
Th17 Pathogenic Th17

IL-17, Oy
GM-CSF

Figure 5 : Thl7 pathogéniques, adapté de Raphael et al (81)

a- Chez la souris

¢ (Cytokines initiatrices du développement des Th17

En 2006, il a ét¢é montré, in vitro et in vivo, que le TGF-f et I'IL-6 permettaient la
différenciation de cellules T naives en Th17 (82)(83)(75). TGF-f et I'IL-6 induisent
indépendamment 1’expression du facteur de transcription RORYT (retinoic acid-related orpan
receptor), facteur de transcription indispensable dans la différenciation des Th17 (84). Des
souris greffées avec de la moelle osseuse de souris RoRyT™ présentent un déficit en Th17
(85). Des souris dont le récepteur au TGF-f est déficient, ne générent pas de Thl7 et ne
peuvent pas développer une encéphalomyélite auto-immune expérimentale, modéle animal
d’étude des maladies auto-immunes (EAE), caractérisé par une réponse immunitaire Th17

apres stimulation par un antigéne de la myéline. Les souris IL6-/- présentent un défaut de
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Th17 et leur réponse immunitaire est dominée par les Tregs. Les souris IL-6 KO ne peuvent
¢galement développer de EAE.

L’IL-6, en activant STAT3 et en inhibant I’expression de FoxP3, permet d’augmenter
I’expression de RoRyT et d’initier ainsi la transcription d’IL-17 (78)(86). Les cellules T
naives expriment de fagon constitutionnelle le récepteur a I’'IL-6 composé de I'I[L-6Ra. et de
la sous-unité gp130. La stimulation du TCR et I’exposition a I’'IL-6 diminue I’expression de la
sous-unité¢ IL-6Ra, et donc la réponse médiée par I’'[L-6. Au contraire, le TGF-f induit
I’expression de I’'IL-6Ra et est ainsi nécessaire au maintien de la réponse des cellules T a
I’'IL-6. L’engagement de I’IL-6R et 1’activation de la gpl30 permettent I’activation de
STAT3, qui est nécessaire, mais non suffisante, a l’induction de RoRyT. L’induction
compléte du facteur de transcription n’est possible qu’en présence de TGF-B. Le TGF-p3
promeut I’expression de RoRyT mais réprime ses fonctions. Ce n’est qu’en présence d’IL-6
que la répression de RoRyT est levée : RoRyT initie alors le programme transcriptionnel des
Th17 (87).

Le TGF-f seul, induit I’expression du facteur de transcription RoRyT, mais est incapable
d’initier la différenciation des Thl7. En effet, TGF-f induit également le facteur de
transcription FoxP3 essentiel pour la différenciation et la fonction des cellules Treg. En se
liant a RoRyT, FoxP3 inhibe I’expression d’IL-17 induite par RoRyT. De plus, des
concentrations élevées de TGF-f3 inhibent 1’expression de I’IL-23R. Cependant, la délétion du
gene codant pour le TGF-f3 conduit a une production excessive d’IFN-y et IL-4, cytokines qui
inhibent le développement et I’expansion des Th17. Ainsi, le TGF-f peut agir soit comme un
facteur d’induction direct des Th17 soit indirectement en supprimant des voies cellulaires

alternatives.
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Figure 6 : différenciation des Th17, modifié a partir de Kumar et al (88)

D’autres facteurs peuvent moduler la différenciation des Th17. En cas de déplétion des Tregs,
les souris IL6-/- peuvent, aprés stimulation antigénique, développer un phénotype EAE,
mimant une réponse Th17. Ainsi a été identifié le role de I’'IL-21 qui permet la différenciation
des Th17 en présence de TGF-p, et en 1’absence d’IL-6, constituant une voie alternative dans
I’induction des Th17 (89).

L’IL-21 appartient a la famille des IL-2. L’IL-21 peut étre produite par les cellules T activées
(Tth, Th2 et Th17) et les cellules NKT (90)(91)(89). L’IL-6 est un puissant inducteur d’IL-21.
De plus, I’expression d’IL-21 est dépendante de STAT3 mais pas de RoRyT. L’IL-21, en
association avec le TGF-f, permet d’induire la différenciation des Thl7. Ainsi, I'IL-21
produite par les Th17, amplifie la réponse Th17 par une boucle positive (92). Les associations

TGF-p et IL-6, et TGF-B et IL-21, induisent I’expression de RoRyT, facteur de transcription
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nécessaire et suffisant a I’expression de I'IL-23R. L’IL-21, secrétée par les Thl7, aide au
maintien et a ’amplification du pool des précurseurs des Th17 lorsque la production d’IL-6
est restreinte, c’est a dire en 1’absence de contexte inflammatoire (93)(94).

L’IL-1B a également un réle crucial durant les stades précoces de différenciation des Thl17.
Les souris IL-1R1 —/— sont incapables de développer des Th17 spécifiques d’antigénes et ne
peuvent développer de phénotype EAE. L’expression de I’IL-1R1 par les Th17 est induite par
I’'IL-6. La signalisation induite par ce récepteur promeut la transcription du facteur de
transcription interferon-regulatory factor 4 (IRF4) qui renforce 1’expression de RORyt. Des
¢tudes suggerent que 1’IL-6 agit directement sur la différenciation des Th17 tandis que I’IL-

1B permet I’expansion des Th17 lorsqu’elles sont en compétition avec d’autres cellules T.

¢ Les cytokines qui stabilisent et permettent la différenciation des Th17

Le TGF-B et I'IL-6 permettent la différenciation de Th17 non pathogénes. L’exposition a
I’TL-23 est essentielle pour la maturation des cellules Th17 inflammatoires.

L’IL-23 appartient a la famille de I'IL-12. C’est un hétérodimére composé de la sous-unité
IL-23p19 et de la sous-unité IL-12p40, commune avec I’IL-12. L’IL-23 est essentiellement
synthétisée par les cellules immunitaires innées, i.e cellules dendritiques et macrophages.
L’IL-23R est exprimé par les lymphocytes T mémoires et activés. Les souris n’exprimant pas
la sous-unité p19 (IL-23p197") ne développent pas d’EAE ou de maladies inflammatoires
chroniques du tube digestif et ne comprennent que tres peu de cellules T CD4+ IL-17+ (95).
L’IL-23 promeut la pathogénicité des cellules Th17 matures par plusieurs mécanismes : i) le
maintien de I’expression des geénes de la signature des Th17 (RoRyT et IL-17), ii) I’induction
des genes effecteurs (IL-22), iii) I’inhibition des facteurs répresseurs (IL-2, IL-27 et 1L-12),

iv) et I’amplification de son propre signal par I’augmentation de 1’expression de I’'IL-23R.
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L’expression de I’'IL-23R est nécessaire pour la co-expression par les Th17 du GM-CSF, les
souris déficientes en GM-CSF ne développent d’EAE et les Th17 déficientes en GM-CSF ne
peuvent pas transférer ’EAE a des souris naives. L’IL-23 permet également 1’expression par
les Th17 de I’'TFN-y.

Pour devenir des Th17 inflammatoires, les Th17 doivent surmonter les effets inhibiteurs de
cytokines inhibitrices comme IL-27 et IL-2. Ainsi les Th17 IL23R+ sont hautement
résistantes a la suppression médiée par IL-27 et IL-2. Par ailleurs les Th17 pathogéniques
expriment des niveaux bas d’AhR, de c-Maf et d’IL-17 comparés aux Thl7 non
pathogéniques. AhR et c-Maf permettent I’expression IL-10 par les Th17 différenciés avec de
I’IL-6 et du TGF-p.

L’ensemble des données a 1’heure actuelle suggere que le TGFB, I’'IL-6 and I’'IL-13 sont
essentiels pour initier le développement des Th17, tandis que 1I’'IL-23 est une cytokine clé

dans la différenciation et les fonctions inflammatoires des cellules Th17 pathogéniques.

b- Chez ’homme

Bien que la différenciation des Th17 chez I’homme ne soit pas encore totalement ¢élucidée, les
mécanismes semblent étre similaires a ceux de la souris (86). Une combinaison de TGF-f, IL-
1B, et IL-6, IL-21 ou IL-23, permet d’induire la différenciation des cellules T CD4+ naives en
Th17. L’expression de RORyt chez I’homme est essentielle pour la différenciation en Th17.
L’inhibition pharmacologique de RORyt par la digoxine et ses dérivés, en se liant
spécifiquement & RORyt, inhibe la différenciation des Th17 chez I’homme (et chez la souris)
(96).

En fonction de la stimulation induite par différents microorganismes, via 1’activation des TLR

ou des dectines par les PAMPs de ces agents microbiens, les cellules dendritiques sécrétent
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I’IL-12p70, I’'IL-23 ou I’IL-27. Lorsqu’une de ces cytokines devient prédominante, le signal
induit détermine alors I’orientation Thl ou Thl7 de la réponse immunitaire. L’IL-27
(hétérodimere p28 et EBi3) inhibe la différenciation des Th17 via ’activation de STAT]I.
L’IL-12 (hétérodimere IL-12p40 et IL-12p35) promeut la différenciation des Thl. Leur
sécrétion d’IFN-y inhibe également la génération des Th17. La stimulation de TLR4 par le
LPS induit la synthése des sous-unités p19, p35 et p40, soit la production de I'TL-12p70 et
d’IL-23. La stimulation de TLR2 par les peptidoglycanes induit la production d’IL-23, mais
pas de la sous-unité p35. Au contraire, la stimulation de TLR2 par Pam3;CysSerLys4 ne permet

pas d’induire de I’'TL-23 (97).

6-2 Facteurs de transcription des Th17

STAT 3 et RORYT sont les facteurs de transcription indispensables pour la différenciation des
Th17. Cependant, plusieurs autres facteurs de transcription jouent un role important: IRF4,
BATF, FoxP3, T-bet, ETS-1, E-FABP, SOCSs (98).

IRF-4 (Interferon regulatory factor 4) promeut la différenciation des Th17 via I’'IL-21. IRF4
est un facteur de transcription exprimé par de nombreuses cellules hématopoiétiques actrices
dans la réponse immunitaire. IRF4 promeut la différenciation des cellules T CD4+ naives en
Th2, Th9, Th17 ou Tfh et est requis pour la fonction des cellules effectrices Treg. De plus,
IRF4 est essentiel pour le maintien de la différenciation des cellules T CD8+, la formation des
T CD8+ mémoires, et dans la différenciation des cellules T ¢cD8+ naives en cellules TCD8+
productrices d’IL-9 (Tc9) et IL-17 (Tc17).

BATF agit comme promoteur de la différenciation des Th17. BATF est un puissant inhibiteur
de D’expression des génes médiée par AP-1 via la phosphorylation de BATF. BATF est
hautement exprimé dans les cellules T et B apres 1’activation de NF-kB en réponse a des

infections virales ou a la stimulation par I'[L-6. Bien que I’expression de BATF soit
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augmentée dans plusieurs lignages de Th, un défaut d’expression de BATF ne permet pas la
production d’TL-17 dans les cellules T CD4" et T CDS8", in vivo et in vitro.

FoxP3, Tbet et ETS-1 empéchent la différenciation des Th17.

6-3 Role des Th17

A I’état basal, les cellules Th17 conférent une défense contre les pathogenes. Les souris IL-17
KO et IL-17R KO possédent une susceptibilit¢ accrue aux infections bactériennes,
parasitaires, virales et fongiques.

Sur le plan clinique, I’'importance du role de I’'IL-17 dans la défense antimicrobienne a été
confirmée par la découverte que les patients ayant des mutations dans le géne STATS3,
responsable du syndrome de Job, présentent une susceptibilité aux infections cutanées par
Staphylococcus aureus and Candida albicans et un déficit en lymphocytes Th17 spécifiques
dans le sang périphérique (99). De méme, la candidose cutanéo-muqueuse chronique familiale
(CCM) incluant un ensemble de maladies rares, posséde une réponse immunitaire
sélectivement altérée contre candida albicans. 11 a été démontré que la susceptibilité¢ de ces
patients a candida albicans était secondaire a des anomalies de la voie IL-17, et notamment
par la production d’anticorps anti-interleukine-17 chez les patients atteints du syndrome
APECED, ou polyendocrinopathie auto-immune de type 1, syndrome inclus dans les CCM
(100)(101)(102)(103).

Chez ’homme le groupe de Sallusto a montré que les lymphocytes Th17 spécifiques de
Candida albicans produisent de I’'IL-17 et de I'I[FN-y, mais pas d’IL-10, tandis que les Th17
spécifiques de Staphylococcus aureus produisent de I’'IL-17 et peuvent secréter de 1’IL-10.
L’IL-1p est essentiel pour la réponse Th17 spécifique de Candida albicans.

Durant une exposition prolongée a I’'IL-1 et I’[L-23, les cellules Th17 recrutent des cellules

my¢loides inflammatoires a 1’origine d’une importante inflammation locale. Des expériences
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sur des souris IL-17-, IL-22-, IL23A-or IL-23RA KO ont démontré le role majeur de ces
cytokines dans les modéles EAE et de pathologies inflammatoires digestives, articulaires ou
psoriasis. L’IL-17 et I’IL-22 jouent également un réle majeur dans la physiopathologie de
nombreuses pathologies inflammatoires humaines, telles la polyarthrite rhumatoide (104), la
maladie de Crohn (105), le lupus systémique (106), le syndrome de Gougerot Sjogren (107)

ou le psoriasis (108).

6-4 Balance Treg/Th17

La balance Treg/Th17 est essentielle pour maintenir I’homéostasie au sein des muqueuses.
Fait intéressant, la différenciation des cellules T CD4+ en Tregs ou Thl7 comporte des
similitudes. En effet, le TGF-f induit I’expression du facteur de transcription FoxP3 requis
pour I’induction et la maintenance des Treg (109). Cependant, en présence de TGF-f et d’IL-
6 ou IL-21, le programme de développement des Tregs est abrogé et les cellules T naives se
différencient en Th17. L’IL-6 joue un role clé dans la balance Treg/Th17. Les souris IL-6 KO
ont un défaut majeur de Th17 mais une augmentation du nombre de Tregs périphériques (83).
De plus, il a été montré que I’IL-2, facteur de croissance des Tregs, inhibe la génération des
Th17 (110). Les souris IL-2-/- ont une diminution de la fréquence des Tregs mais une
augmentation de la fréquence des Th17 (110). Donc, en fonction du microenvironnement, les
lymphocytes T naifs se différencient en cellules Th17, si le milieu est riche en cytokines pro-
inflammatoires, ou en cellules Treg, si le milieu est pauvre en IL-6 et IL-1f.

L’acide rétinoique, métabolite dérivé de la vitamine A, oriente la différenciation des cellules
T naives vers les Tregs en abrogeant la différenciation vers les Th17 (111). L’acide rétinoique
(AR) augmente la signalisation du TGF-f tout en inhibant celle de I’IL-6, en diminuant
I’expression de I’'IL-6Ra induite par le TGF-B. En présence d’IL-6 et de TGF-, AR

empéche I’augmentation de 1’expression de I’'IL-23R, engendrant alors une diminution du
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pool des Th17. L’AR ne peut induire seule les Tregs, mais doit coopérer avec le TGF-f.
L’AR se lie avec son récepteur nucléaire RARa, augmentant I’activité du promoteur de

FoxP3 (112).

6-5 Plasticité des Th17

La plasticité des Th17 fait référence a leur capacité a acquérir des fonctions divergentes tout
en maintenant le programme fondamental des Th17 défini par I’expression du facteur de
transcription RoRyT et de I'IL-17. De récentes publications ont montré que les Thl7
possédaient un haut degré de plasticité leur permettant d’exprimer alternativement des
facteurs de transcription et des cytokines spécifiques d’un lignage. Une telle hétérogénéité
fonctionnelle permet aux cellules Th17 une grande capacité d’adapation dans leur migration
vers divers sites anatomiques, leur fonction de défense vis a vis des pathogenes, leurs roles
dans le maintien de 1’intégrité des barric¢res et dans la cicatrisation (113)(114).

Au niveau cutané, le role des kératinocytes dans le maintien du phénotype des Th17 a été mis
en évidence. In vitro, il a été montré que des co-cultures de kératinocytes stimulés par du
TNF-o/IL-1p avec des cellules T CD4" ou T CDS8" stimulés par des anticorps anti-CD3/CD28

induisaient un phénotype T IL-17" CCR6 RoRyT" au sein des lymphocytes (115).
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Figure 7 : plasticité des Thl7, adapté de Weaver et al (116)
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7- Les interleukines 17

7-1-Structure et récepteur

Les cytokines de la famille de I’'IL-17 incluent 6 membres : I’'IL-17A (appelée IL-17), I’'IL-
17B, I'IL-17C, ’'IL-17D, I'IL-17E (IL-25) et ’'IL-17F (117). Les deux plus connus sont I’IL-
17A et 'IL-17F, partageant 50% d’homologie entre elles. Ces deux cytokines peuvent exister
sous forme d’homodimeére IL-17A et IL-17F, ou sous forme d’hétérodimere IL-17A-IL-17F.
Seule I’IL-17E n’est pas produite par les Th17, mais par les Th2 (118). L’IL-17A et I'IL-17F
sont également produites par les cellules Tyd, les cellules NK et NKT, les neutrophiles, les
mastocytes et les éosinophiles (119)(120). L’IL-17A et IL-17F sont donc a la fois produites
par des cellules de I'immunité innée et adaptative.

La famille des récepteurs IL-17 inclue I'IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD et I'IL-
17RE. L’IL-17RA et I'IL-17RC sont des récepteurs pour I’IL-17A et I'IL-17F. L’IL-17RB
(IL-17RH1 ou EVI27) est le récepteur pour I’IL-17E (IL-25) et peut lier I’'IL-17B avec une
moindre affinité. Le signal médi¢ par I’'IL-17RB promeut une réponse Th2. Les récepteurs IL-
17R comportent un domaine transmembranaire et un grand domaine intracellulaire C
terminal. L’IL-17RA a une meilleure affinité pour I'IL-17A que pour I'IL-17F. L’IL-17RA
est fortement exprimé par les cellules hématopoiétiques, et, a un niveau plus faible, par les
ostéoblastes, fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales. Il semble que
pour transmettre un signal, ces récepteurs doivent s’associer en hétérodimeres. Chez
I’homme, I’IL-17RA peut former un hétérodimere avec I’IL-17RC, pouvant lier I’'IL-17A et

I’IL-17F (121). L’IL-17RC est fortement exprimé par les cellules non hématopoiétiques.

7-2 Signalisation de I’IL.-17

L’IL-17 active plusieurs voies de signalisation dont les voies NF-kB, MAPKs et C/ECBPs, et

permet ainsi d’induire la production de peptides anti-microbiens, chémokines et cytokines
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pro-inflammatoires et de métalloprotéinases. L’IL-17 peut également stabiliser les ARNm des
genes induits par le TNF-a. La molécule cytosolique adaptatrice Actl est considérée comme
la médiatrice principale de la voie de signalisation de I’IL-17. In fine, I’'IL-17 couplée a son
récepteur induit 1’activation de NF-KB, facteur de transcription primordial a I’expression des
genes impliqués dans I’initiation des réponses immunes innées et adaptatives. L’activation de
NF-kB par I'IL-17 est relativement faible comparée a 1’activation médiée par le TNFa ou
I’IL-1. Cependant I’'IL-17 posséde en plus un effet stabilisateur sur de nombreux ARNm
codant pour des protéines inflammatoires induits par NF-KB et le TNFa, normalement de
courte demi-vie. Ce mécanisme de régulation post-transcriptionnel est a ’origine de I’effet
synergique pro-inflammatoire existant entre 1’IL-17 et le TNFa. En effet IL-17-A seul a de
modestes effets d’activation. Cependant, il fonctionne en coopérant avec d’autres molécules
pro-inflammatoires comme le TNF-o mais aussi IFN-y, IL-22, lymphotoxine, IL-1B et le
LPS. Les bases moléculaires de cette synergie ne sont pas a I’heure actuelle totalement
comprises mais impliquent probablement des mécanismes multiples. Par exemple, dans le

tissu synovial, IL-17 augmente 1’expression du TNFR2 et ainsi augmente la réponse au TNF.

7-3 Roles des IL-17A et F

L’IL-17A et I'IL-17F sont des cytokines dites pro-inflammatoires. Elles agissent sur de
nombreuses cellules immunitaires en induisant la production de nombreuses cytokines (TNF-
a, IL-1B, IL-6, GM-CSF, G-CSF), de chémokines (CXCL1, CXCL8, CXCL10) et de
métalloprotéinases (122)(123). L’IL-17A et I’'[L-17F sont notamment des cytokines clés pour
le recrutement, I’activation et la migration des neutrophiles (124). L’IL-17 a également été
rapportée comme facteur contribuant a la formation des centres germinatifs des follicules

lymphoides (125).
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Les souris KO pour I'IL-17RA présentent des infections sévéres a Klebsiella (126) et
Candida (127). Certaines bactéries (comme Pseudomonas aeruginosa) et certains
champignons (Aspergillus fumigatus) induisent la production d’IL-17. Mais c’est la forte
infiltration de polynucléaires induite par I’IL-17 qui permet la clairance de ces pathogénes.
Dans ce cadre, l'inflammation médiée par I'IL-17 peut engendrer des pathologies
inflammatoires et auto-immunes. Au cours d’infection ou inflammation cutanée, la production
locale de PAM par les kératinocytes peut étre stimulée par les cytokines inflammatoires 1L-17

et [L-22, produites notamment par les cellules Th17/Th22 (figure 8) (27)(2).
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Figure 8 : Roles des IL-17

8- Les lymphocytes Th22: une population T CD4 distincte avec des facteurs de

migration cutanée ?

En 2009, une nouvelle population de lymphocytes T CD4+ mémoires, nommée Th22,
caractérisées par I’expression des facteurs de « homing» CCR4, CCR6 et CCR10 a été
décrite par trois équipes différentes (128)(129)(130). Ces cellules produisent de I’[L-22 et de

I’'IL-13 mais pas d’IL-17 et IFN-y, les distinguant des lymphocytes Th17, Th2 et Thl. Les

47



facteurs de transcription RORC et AhR sont impliqués dans la régulation de la production
d’IL-17 et IL-22 dans les cellules T CD4+. Des ARN interférents (siRNA) spécifiques de
RORC induisent I’inhibition de la production d’IL-17 mais pas de I'[L-22, suggérant que
RORC n’est pas indispensable a la synthése d’IL-22 par les lymphocytes T. Au contraire, des
ARN interférents spécifiques d’AhR engendrent une diminution de la production d’IL-22
mais pas d’IL-17. Le TGF-8, facteur clé dans la différentiation des Th17, inhibe la production
d’IL-22 par ces cellules (131).

Dans les conditions de polarisation des Th17 ou non, des agonistes d’AhR (FICZ) augmentent
la sécrétion d’IL-22 dans des cultures de cellules T CD4+ naives (128). La génération des
cellules IL-22+ IL17- ne requerrait pas le TGF-f3, cytokine essentielle dans la différentiation
des Th17. Les Th22 n’expriment pas d’IL-23R et ne produisent pas de CCL20 contrairement
aux Th17. In vitro, les cellules T CD4+ naives se différentient en Th22 sous I’influence des
cytokines TNF-a et IL-6 (130). Fujita et al (PNAS 2009) ont montré que les cellules
dendritiques cutanés dermiques (HLADR+CD11c+BDCA-1+) et les cellules de Langerhans
(HLADR+CD207+) pouvaient induire in vitro la production d’IL-22 dans des cellules T
CD4+ et T CD8+ mémoires et des cellules T CD4+ naives (44). Les cellules de Langerhans
¢taient plus puissantes dans I’induction de Th22.

L’expression de CCR4 et CCR10 suggerent la migration préférentielle de ces cellules vers la
peau. En effet, les interactions entre CCL17, exprimé par les veinules cutanées, et CCR4, et
entre CCL27, exprimé par les kératinocytes, et CCR10, permettent le recrutement des cellules
T dans la peau. Les fréquences des Th22 dans le sang de témoins sains, patients atteints de
psoriasis ou de dermatite atopique, ont été évaluées respectivement a 1,1%, 3% et 4,7%. Dans
le derme et 1’épiderme de patients atteints de psoriasis, la fréquence des Th22 a été reportée

respectivement a 5,9% et 12% (130).
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Cependant, I’existence d’une population Th22 distincte est aujourd’hui controversée. Les
cellules T CD4+ IL-22+ sont considéré par certains auteurs comme un sous-type des Th17
(132).

AhR est exprimé dans les cellules Th17, Th22 et Treg. En 1’absence de ligand, AhR est
présent dans le cytoplasme des cellules, lié a plusieurs protéines chaperonnes (HSP90, AIP,
p23). L’ensemble forme un complexe inactif. Lorsque qu’un ligand d’AhR se lie, le complexe
migre dans le noyau. AhR change alors de conformation et se dimérise avec ARNT. Le
nouveau complexe (AhR-ARNT) peut ainsi se lier sur des séquences DRE du génome et
permettre la transcription des genes cibles (CYP1Al, CYP1A2, CYPIB1 et AhRR
(répresseur d’AhR). AhR jouerait un réle majeur dans la production d’IL-22. De nombreux
ligands exogénes d’AhR ont été décrits, notamment des xénobiotiques (TCDD ou 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxine). Les métabolites du tryptophane (notamment FICZ ou 6-
formylindolo [3,2-b] carbazole) sont potentiellement des ligands endogeénes d’AhR (133).
AhR permet la production d’IL-22 dans les cellules Th17 et Th22. Les mécanismes
moléculaires ne sont pas connus. Il a été montré que RORYT facilitait la liaison d’AhR avec le
promoteur de 1’IL-22 dans des cellules de thymome EL-4 infectées par des rétrovirus
exprimant AhR et RORYT. L’expression d’AhR dans 1’organisme est ubiquitaire. Cependant,
AhR n’est pas exprimé dans les lymphocytes Thl, Th2 et cellules T naives. Par ailleurs, AhR
est hautement exprimé a la fois dans les Tregs et dans les Th17 (134). Le ligand 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin induit 1’expression de FoxP3, tandis que le ligand 6-
formylindolocarbazole promeut la différenciation des Th17 (134)(135).

Dans la peau, AhR joue un role critique dans ’homéostasie et la barriére cutané. AhR est
exprimé dans les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules Tyo
murines (DECTs). AhR promeut la différentiation kératinocytaire et donc le maintien de la

barri¢re cutanée. AhR jouerait également un role dans la fonction de tolérance des cellules de
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Langerhans en induisant la sécrétion d’IL-10 et IDO par ces cellules. Enfin, AhR, favoriserait

la cicatrisation cutanée en induisant la production de TGF-f par les fibroblastes.

9- I ’interleukine 22

9-1 Structure de I’IL-22 et de son récepteur

L’IL-22, cytokine découverte en 2000, est un membre de la famille des cytokines de type IL-
10 (136). La forme biologiquement active de I’IL-22 semble étre un monomeére. Cependant,
lors de fortes concentrations d’IL-22, il a été observé des formes dimériques, voire
tétramériques (137)(138).

Comme toutes les membres de la famille de I’'IL-10, L’IL-22 agit sur les cellules cibles via un
récepteur transmembranaire (ici ’IL-22R) composé de deux sous-unités IL-10R2 (A001245)
et IL-22R1 (139)(140). L’IL-22 a une tres forte affinité pour la partie extracellulaire de I'IL-
22R1, mais peu d’affinité pour la partie extracellulaire de I’'IL-10R2. C’est le complexe IL-
22-1L-22R1 qui présente une forte affinité pour I’IL-10R2. Ainsi, I’'IL-22 se fixe d’abord sur
la chaine IL-22R1, puis c’est le complexe IL-22-1L-22R1 qui se lie avec la 2éme sous-unité
du récepteur IL-10R2, permettant alors la propagation du signal. Ces 2 sous-unités du
récepteur a I’[L-22 peuvent étre utilisées par d’autres cytokines. L’IL-22R1 est une sous-unité
commune aux récepteurs des interleukines IL-20 et IL-24, membres de la famille de 1I’TL-10.
L’IL-10R2 est une sous-unité commune aux récepteurs des cytokines IL-10, IL-26, IL-28 et
IL-29 (141). La sous-unit¢ IL-10R2 est exprimée de facon ubiquitaire chez I’homme,
contrairement a I’I[L-22R1. C’est donc I’'IL-22R1 qui détermine les cellules cibles de 1’TL-22.
En effet, 'IL-22R1 n’est exprimé qu’a la surface des cellules des organes constituant les
barrieres entre I’organisme et le milieu extérieur : cellules épithéliales du systéme respiratoire,

digestif et cutané, mais également par des cellules du rein, foie et pancréas. Les monocytes,
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macrophages, cellules T et B, cellules NK, cellules dendritiques n’expriment par 1’IL-22R1
(142)(143).

Dans la peau, les kératinocytes sont les principales cellules cibles de I’IL-22. Les fibroblastes
expriment faiblement I’'IL-22R1. Les mélanocytes, cellules endothéliales dermiques et
adipocytes n’expriment pas I’'IL-22R1 (144). L’IFN-y et le TNF-a sont capables d’augmenter
I’expression de I’IL-22R1 sur les kératinocytes et les fibroblastes, suggérant leur capacité a

amplifier ’action de I’IL-22 dans un contexte inflammatoire (144).
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Figure 9 : voie de I'IL-22/IL-22R, adapté de Sabat et al

Un récepteur soluble de I’IL-22, I’[L-22BP, codé par un gene différent, existe également et

est un antagoniste soluble. L’affinité entre I’IL-22 et I’'IL-22BP est de 20 a 1000 plus
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importante que celle entre I’'IL-22 et I'IL-22R1 (145). L’IL-22BP est exprimé par les cellules
dendritiques immatures. L’expression d’IL-22BP est retrouvée dans les tissus sains : organes
lymphoides, systeme digestif, poumons, peau, seins. Durant la phase inflammatoire aigue,
habituellement associée a une augmentation de la production d’IL-22, I’expression tissulaire
d’IL-22BP diminue (146). Ceci est similaire a la biologie des cellules dendritiques: en
I’absence d’inflammation, les cellules dendritiques immatures résident dans les tissus. Lors

d’une inflammation, les cellules dendritiques sont activées et quittent les tissus (147).

9-2 Signalisation 11.-22

Comme les autres cytokines de la famille de I’IL-10, la transmission du signal émis par I’'IL-
22, implique la voie des facteurs de transcription JAK1-STAT3. La formation du complexe
IL-22-IL-22R1-IL10R2 induit la phosphorylation et I’activation de ces tyrosines kinases, qui
a leur tour phosphorylent les résidus tyrosines du domaine cytoplasmique de 1I’'TL-22R1.
STATS3 se lie alors a I’IL-22R1 phosphorylé, et JAK1 activé phosphoryle le complexe IL-
22R1-STAT3. La phosphorylation de STAT3 au niveau du résidu Tyr705 constitue
I’événement clé. La modification de conformation de STAT3 induite permet la dimérisation
STAT 3-STAT3, la translocation vers le noyau puis ’activation des geénes cibles (148). De
faibles activations de STAT1 et STATS ont été reportées (142). L’activation des voies des

MAPK et PI3K-AKT a également été observée apres stimulation de 1’'TL-22 (149).

9-3 Role de I’I1.-22

L’IL-22 est une cytokine particuliere, car elle ne régule pas directement les fonctions des
cellules immunitaires. En effet, ses cellules cibles sont les cellules non hématopoiétiques des
épithéliums cutanés, digestifs et respiratoires, ainsi que les cellules du pancréas, du foie, du

rein et des articulations.
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Dans la peau, les kératinocytes sont les principales cellules cibles de I’IL-22. Les fibroblastes
expriment de faibles taux d’IL-22R1. Les mélanocytes, cellules endothéliales et les
adipocytes n’expriment ni ne répondent a I'IL-22. L’IFN-y et le TNF-a sont capables
d’augmenter I’expression d’IL-22R1 sur les kératinocytes et les fibroblates, ce qui suggére
que ces cytokines peuvent amplifier I’action de 1’IL-22 durant une inflammation.

L’IL-22 est critique dans la limitation de la réplication et de la dissémination bactérienne,
notamment grace a I’induction de 1’expression de peptides anti-microbiens par les cellules
épithéliales. Deux études ont montré notamment le role essentiel de 1’'IL-22 dans la défense
contre les bactéries extra-cellulaires Klebsiella pneumoniae dans les poumons (150) et
Citrobacter rodentium dans D’intestin (151). De plus, il a été démontré que des souris
déficientes en IL-22 ou IL-23, mourraient trés précocement aprés 1’infection par ces deux
pathogéenes (150). Les effets induits par I’'IL-22 sont amplifiés par d’autres cytokines tel 1’IL-
17 ou le TNF-a.. L’IL-22 protégent également ses cellules cibles de dommage, inhibent leur
différentiation et/ou augmentent leur prolifération (147).

L’IL-22 permet également d’induire un contrdle positif amplifiant ses actions. En sus de son
role dans les défenses anti-bactériennes, 1’IL-22 peut induire une inflammation pathologique.
Il a été¢ rapporté que I’injection d’IL-22 chez des souris était suffisante pour induire une

inflammation locale et systémique (152)(80).

9-4 Sources cellulaires de I’I1.-22

Au cours des pathologies humaines, les sources cellulaires exactes d’IL-22 ne sont pas encore
clairement établies, probablement dépendantes du contexte pathologique. Les cellules T et les
cellules lymphoides innées (ILC, innate lymphoid cells) sont considérées comme les cellules

principales productrices d’IL-22 chez I’homme.
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Les lymphocytes Th17, source majeure d’IL-17, peuvent également synthétisés de 1’TL-22.
Ces 2 cytokines ayant un effet synergique, leurs actions sont ainsi amplifiées. Les ILC,
cellules NK et ILC du groupe 3, peuvent produire de 1I’'IL-22. Dans des mode¢les de souris
infectées par Citrobacter rodentium, les ILC du groupe 3 sont les principales sources d’1L-22
au stade aigu, tandis que les Th22 sont les principales sources d’IL-22 au stade chronique
(151)(153). Chez I’homme, I'IL-22 n’est pas produite par les monocytes, macrophages,

cellules dendritiques et cellules non hématopoiétiques (143)(154).

9-5 Effets de I’11.-22

L’IL-22 régule I’expression de nombreux geénes dans les cellules épithéliales de la peau, du
tube digestif et de 1’appareil respiratoire. Cinq grandes fonctions peuvent étre régulées par
I’IL-22 :

1) augmentation des réponses immunitaires innées,

2) inhibition de la différenciation cellulaire ou augmentation de la prolifération,

3) production de chémokines spécifiques,

4) promotion de la migration cellulaire,

5) induction de molécules amplifiant la réponse médiée par I’'IL-22.

Ainsi, au niveau des kératinocytes, 1’'IL-22 régule plusieurs fonctions distinctes:
i- augmentation de la production des PAM : B-défensine 2 et 3, protéines S100A7,
S100A8 et ST00A9, lipocaline 2.
ii- inhibition de la différentiation des kératinocytes, pré-requis pour la formation des
cornéocytes de la couche cornée et de la desquamation physiologique. L’IL-22
diminue ’expression de protéines cruciales pour la différenciation des kératinocytes :

kératine 1, kératine 10, profilaggrine, involucrine, kallikréine 7, protéine 1B. L’I1-22
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induit donc un acanthosis et une hyperkératose. L’IL-17 et 'IFN-g peuvent également
induire la production de PAM, mais par contre sont incapables d’interférer avec la
différenciation kératinocytaire.

iii- production des métalloprotéinases MMP1 et 3, ce qui permet d’augmenter la capacité
migratoire des cellules épithéliales lors des phénomeénes de réparation tissulaire.

iv- production de chémokines permettant le recrutement des polynucléaires neutrophiles
(CXCL1, CXCL2, CXCLS5 et CXCLS). Par contre I’expression de CCL22, chémokine
qui attire les lymphocytes Th2 et Th17 est diminuée.

v- augmentation de I’expression de STAT3 et IL-20, permettant d’amplifier les actions

de I’IL-22 via un controle positif

L’¢étude de I’IL-22 doit prendre en compte le micro-environnement. En fonction du contexte
cytokinique, I’IL-22 peut avoir des roles paradoxaux. En effet, I’'IL-22 est a la fois capable de
promouvoir I’inflammation, mais également de prévenir la destruction tissulaire (145). Par
exemple, I’IL-22 est capable d’induire une inflammation des voies aériennes apres
administration de bléomycine chez la souris, mais en 1’absence d’IL-17A, I’'IL-22 permet le
maintien de ’homéostasie des voies aériennes et induit la réparation tissulaire de 1’épithélium
(125).

L’IL-22 agit de fagon synergique avec plusieurs cytokines I’'IL-17A, I'IL-17F, I’'I[FN-y et le
TNF-a. L'TL-22, IL-17A et IL-17F ont un rdle essentiel et synergique dans 1’induction de

I’expression des peptides antimicrobiens.
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Figure 10: réponse Th17/Th22 dans la défense microbienne cutanée

Les lymphocytes T CD8+ Tcl7 et Tc22, caractérisés par I’expression des facteurs de
transcription RoRyT et AhR, et par la production respective des cytokines IL-17/11-22 et IL-
22 seule, a I'image des Th17 et Th22, ont ét¢ décrits (36). Ces cellules sont moins
caractérisées dans la littérature. Cependant, leur étude dans la physiopathologie de dermatoses
inflammatoires, telle le psoriasis, est intéressante, puisque l’infiltration des T CD8+ dans

I”épithélium cutané est importante.

10- Les innate lymphoid cells (ILC)

Les ILC, cellules récemment décrites, ont un role primordial dans la réponse immunitaire
innée. Elles sont localisées dans les tissus, surtout au niveau des épithéliums. Elles sont
définies par 3 caractéristiques: 1) une morphologie lymphoide, 2) une absence de
réarrangements de geénes codant pour un récepteur TCR, 3) une absence des marqueurs

phénotypiques des cellules myéloides et dendritiques (156). Les ILCs sont ainsi définis par
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une absence de marqueurs phénotypiques (lin-) : absence des marqueurs T (CD3- TCR-), des
marqueurs B (CD19-), des cellules my¢loides et dendritiques plasmacytoides (CD1a, CDl 1c,
CD123, DBCA?2), des marqueurs des monocytes et macrophages (CD14), des mastocytes
(FceR1) et des cellules souches (CD34).

Les ILC sont impliquées dans les réponses immunitaires contre les microorganismes, dans la
formation des tissus lymphoides et le remodelage tissulaire. Plusieurs populations distinctes
d’ILC ont été identifiées, avec initialement des nomenclatures différentes pour une méme
population.

En 2013, Spits et al ont proposé une classification des ILC basée sur leurs caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles (157). Plusieurs groupes ont ainsi été¢ individualisés : 1)
groupe 1 ILCs, comprenant les cellules ILC productrices d’IFN-y et incapables de produire
les cytokines associées aux Th2 et Th17. Les ILC1 ne sont pas encore bien définis (158). Il a
été distingué les ILC1 CD127- et les ILC127+. Les cellules NK (CD127-) sont inclus dans ce
groupe 1 (157), ou considéré comme une entité a part (158); ii) groupe 2 ILCs, cellules
caractérisées par leur capacité a produire les cytokines de type 2 (notamment IL-5 et IL-13)
et dont le développement et fonctions dépendent des facteurs de transcription GATA3 et
RORa ; iii) groupe 3 ILCs, incluant toutes les cellules ILCs produisant de 1I’IL-17 et/ou IL-22,
et dont le développement et fonctions requicrent les facteurs de transcription RoRyt, Notch et
TCF-1 chez la souris, et reste a confirmer chez I’homme (158). Le développement des cellules
du groupe 3 dépend également de I'IL-7Ra. Ces cellules répondent a la stimulation des
cytokines IL-23 et IL-16 (159)(160).

Trois membres de ce groupe 3 ont été identifiés selon leurs différences phénotypiques: 1) les
LTi; 2) les NCR" ILC3 ; 3) et les NCR ILC3.

Les LTi, sont cruciales pour la formation des organes lymphoides secondaires durant

I’embryogénese. Leur role dans I’immunité innée a été suggéré apres la description de leur
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capacit¢ a produire de I'IL-17A et IL-22 aprés stimulation. Les LTi chez 1’homme
n’expriment pas le marqueur CD4+ contrairement aux Lti chez la souris.

Les NCR" ILC3 different des LTi, par I’expression entre autre de NKp46 (NCR1), NKp44
(NCR2), CD161, ICOS et CD56 dans 50% des cas (NKp46 chez la souris, NKp44 et NKp46
chez I’homme). Ces cellules produisent de I’IL-22 mais pas d’IL-17A. Elles ont été également
dénommées sous le terme de cellules NK22, NCR22, NKR-LTi et ILC22s.

Les NCR™ILC3 n’expriment pas NKp46 (161). Ces cellules sont capables de produire de 1I’IL-
17A, IL-22 et de I'IFN-y. Leur déplétion dans des souris RAG2 -/- infectées par Helicobacter
hepaticus a permis une amélioration de la colite chez ces souris, t¢émoignant de leur potentiel
role pathogeéne (162).

Le groupe 3 est hétérogeéne et comprend des cellules capables de produire de I’'TL17/et ou IL-
22, et les cellules capables de produire de I’IL-17, IL-22 et IFN-y. Il n’est pas encore établi si
les LTi, NCR" ILC3 et NCR ILC3 sont des entités distinctes. En effet, il a été montré, in vitro
chez ’homme, que les cellules NCR™ ILC3, stimulées par de 1’IL-23 et IL-18, pouvaient se
différencier en NCR" ILC3, et stimulées par I’TL-12 en ILC1. De méme, les NCR" ILC3
peuvent se différencier en ILC1 aprés stimulation par I’[L-12. Les cellules surexpriment alors
Tbet au détriment de RoRyt. Il existerait, a ’image des lymphocytes T conventionnels, une
certaine plasticité de ces cellules en fonction du microenvironnement dans lequel elles se
trouvent.

Chez un individu sain, de 0,01% a 0,1% des lymphocytes circulants ont un phénotype ILC
CD127". La majorité de ces cellules sont des ILC du group 2. Les NCR" ILC3 et les CD127
ILC1 sont absents (158). Aucun transcrit des cytokines n’est retrouvé dans les ILC
périphériques, témoignant de leur inactivité. Dans la peau saine, les ILC du groupe 2 et les
NCRILC3 sont les types d’ILC majoritaires (163)(164). Dans le thymus, amygdales, moelle

osseuse et tube digestif, les NCR" ILC3 sont le sous-groupe d’ILC prédominant.
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Dans la peau humaine saine, les cellules CD45+ Lin- CDI127+ représentent 1,3% des
lymphocytes dermiques CD45+. Les NCR" ILC3 ne sont quasiment pas retrouvés dans la
peau et dans le sang. Au contraire, 25% des cellules CD45+ Lin- CD127+, expriment
CRTH2, marqueur des ILC2. Les ILC1, ILC2 et NCR™ ILC3 exprimaient le marqueur de
« homing » cutané CLA (respectivement 26,4% ; 16,7% et 58,1% des cellules CD3-Lin-
CD127+), suggérant ainsi que les populations dermiques ILC peuvent dériver des ILCs

sanguines ayant migré dans la peau (164).

Dans des peaux inflammatoires de patients atteints de dermatite atopique, il a été retrouvé une
augmentation significative du pourcentage d’ILC2 comparés a des peaux saines (>2% vs
<1%) (165). De plus, I’interaction entre E-cadherine et les ILC-2 inhibent la production d’IL-
5 et d’IL13. La dermatite atopique se caractérise par une baisse d’expression de I'E-
cadherine. Ainsi, les ILC-2 pourraient contribuer a la production accrue de cytokines de type
2 par I’absence de signal inhibiteur donné par I’E-cadherine, suggérant ainsi le role potentiel
des ILC2 dans la physiopathologie de la maladie.

Chez la souris, il a été montré que les ILC3 jouaient un rdle important dans la cicatrisation en
interagissant avec les fibroblastes via la sécrétion d’IL-22. Le psoriasis est une dermatose
inflammatoire médiée entre autre par I’'IL-17 et I’'IL-22. Dans un mode¢le de souris de
psoriasis (souris exposée a I’'imiquimod, agoniste du TLR7), les cytokines IL-17 et IL-22
¢taient produites par les cellules T et les ILC3 (166). L’augmentation de la fréquence des
NCR" ILC3 a été reportée dans les peaux (163)(164), et le sang de patients atteints de

psoriasis (167), suggérant un role des ILC3 dans la physiopathologie du psoriasis .
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Figure 11 : les ILC, adapteé de Spits et al (157)

11- Axe I1L.23/11.17/11L.22 dans les pathologies inflammatoires cutanées

11.1-Psoriasis

Le psoriasis est une dermatose inflammatoire médiée par les lymphocytes T et les cellules
dendritiques. Les cellules dendritiques sécrétent de I’IL-23 et IL-12. Les Th17, Thl et Th22
sont alors activés et produisent les cytokines inflammatoires IL-17, IL-22, IFN-y et TNF-a.
En 2007, Ouyang W et al ont montré le réle primordial de I’'IL-22 dans la physiopathologie
du psoriasis (80)(168). L’IL-22 induit une inflammation dermique via 1’activation de STAT3
in vivo. Des études thérapeutiques sur des anticorps ciblant I’'TL-23, I’'TL-17 ou le TNF-a. ont
confirmé le réle clé de ces cytokines dans la physiopathologie du psoriasis (49). Des modéles
de souris transgéniques avec une hyper-expression d’IL-22, ainsi que des souris traités par des

injections d’IL-23 intradermique, ont un phénotype cutané de psoriasis (169). L’IL-23
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intradermique promeut 1’acanthosis, le recrutement de neutrophiles ainsi que I’infiltration des
cellules T productrices d’IL-17 et IL-22. A [D’inverse, I’inhibition d’IL-23 entraine une
diminution cutanée d’IL-17 et IL-22. Chez les souris déficientes en IL-22, I’inflammation
cutanée médiée par I’IL-23, est diminuée (162).

Plusieurs études ont montré une augmentation de 1’expression des transcrits IL-22 dans des
biopsies cutanées, ainsi que 1’augmentation du taux plasmatique d’IL-22 chez les patients
atteints de psoriasis. Une corrélation a été établie entre le taux plasmatique d’IL-22 et la
sévérité de la maladie (170)(171)(172). De plus, I'IL-17 et I’'[L-22 induisent une sécrétion
inappropriée des PAM et de chémokines par les kératinocytes, entrainant le recrutement et
I’activation de nombreuses cellules inflammatoires (neutrophiles, macrophages et
mastocytes). Il n’y a pas d’augmentation de la fréquence des infections microbiennes chez les
patients atteints de psoriasis, malgré une anomalie de la barriére cutanée, probablement en
lien avec la sécrétion majeure de PAM. Plus récemment 1’IL-19, I’IL-24 et I’'IL-20 ont été
impliquées dans la physiopathologie de la maladie (173). L’IL-24, IL-22 et IL-20 sont des
cytokines membres de la famille de I’IL-10 dont le récepteur est I’'IL-22R1. Récemment, un
modele de souris de phénotype psoriasique, présentant une inhibition spécifique de NF-xB
dans les kératinocytes a été décrit. Kumari et al, ont montré dans ce modele de souris, que le
TNF-a, via le récepteur TNFR1, induisait une augmentation de 1’expression de 1’IL-24 par les
kératinocytes (5). Ce signal médi¢ par le TNF-o/TNFR1 était nécessaire et suffisant pour
induire une inflammation cutanée. Dans les stades précoces de psoriasis, I’expression de 1’IL-
20 et IL-22 n’était pas augmentée contrairement a 1’expression d’IL-24. Cette étude suggere
le role clé du kératinocyte et de 1’IL-24 dans D’initiation de la réponse inflammatoire. Chez
I’homme, il a été rapporté une diminution de I’expression de 1’IL-19, IL-20, IL-22 et IL-24
dans I’épiderme apres traitement par anti-TNF-a. Le kératinocyte serait ainsi une cible directe

de la biothérapie (174). Cibler I’IL-22R1 dans le psoriasis paraitrait plus prometteur que de
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cibler spécifiquement I’IL-22. En effet, en ciblant I'IL-22R1, les actions médiées par 1’IL-22,

I’TL-20 et I’IL-24 seraient bloquées.

Trigger
v

TNF TNFRA1
—> = KR 5

) > Z ¢ 1 TS v
L/ERK NFkB
IL- 24

J ’ = —> STAT- 3
IL- 22 R

4 |
Trigger  Immune cell

_ Cytokines
recruitment < Chemokines

Figure 12 : réle de I'IL-24 dans la réponse immunitaire cutanée, adapté de Kumari et al (5)

11.2-Dermatite atopique

La dermatite atopique (DA) est une dermatose chronique médiée par la réponse immunitaire.
Elle correspond au développement d’une réponse immunitaire inflammatoire Th2 survenant
sur un terrain génétique prédisposé, qui s’accompagne d’anomalies de la barriere cutanée. De
nombreux patients possedent des taux élevés d’IgE sanguins, et une augmentation de
I’expression des transcrits 1L-13, IL-4 et IL-5 est retrouvée dans les lésions de DA. Au
contraire, I’expression des transcrits IL-23 et IL-17 est diminuée dans les lésions de DA

suggérant que les lymphocytes Th17 n’ont pas de role dans la physiopathologie de la maladie.
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Les anomalies de la barriere cutanée ainsi que le défaut de Th17 et d’IL-17 (possiblement
médié par les cytokines Th2) sont ’origine de la colonisation chronique a staphylococcus
aureus des patients DA (peaux lésionnelles et non lésionnelles). Chez les patients atteints de
psoriasis, 1’augmentation de I’expression de I’'IL-17 et des PAM empéche la prolifération
microbienne cutanée.

Contrairement aux lymphocytes Th17 dans la DA, les cellules T IL-22+ (Th22 et Tc22) ont
été retrouvées in situ dans la DA. Il a récemment été suggéré un role des Th22/Tc22 dans la
physiopathologie de la DA.

Les LCs DA ont la capacité de présenter des antigénes lipidiques via le CD1a, induisant ainsi
le développement de cellules cutanées Th22 résidentes. L’association des Th2 et Th22
induirait une réponse cytokinique spécifique a 1’origine de la DA. Alors que la DA était
décrite comme une pathologie Th2, I’hyperplasie épidermique et 1’acantholyse retrouvée

histologiquement pourraient étre expliquées par la présence d’IL-22.

11.3 Traitement thérapeutique modulant la voie 1L-23/11L.-17/22

Sur le plan thérapeutique, les traitements modulant la voie IL-23/IL-17/IL-22 dans les
pathologies inflammatoires sont en plein développement. Des anticorps ciblant I'IL-17A,
I’IL-17RA, 'IL-17A/IL-17F, I'IL-17A/TNF-a (anticorps bi spécifique), I'[L-12p40 et I'IL-
23p19 sont en cours d’études cliniques (de phase I, IT et III). L utilisation du secukinumab,
anticorps monoclonal humain anti IL-17A, fait I’objet d’essais thérapeutiques randomisés en
phase III, notamment dans la polyarthrite rhumatoide (175), la maladie de Crohn (176) et le
psoriasis (177). Le Brodalumab, anticorps anti IL-17RA, est également en phase III (178).
L’utilisation d’ustekinumab, anticorps monoclonal humain anti IL-12/23 p40, dans les

psoriasis séveres et réfractaires (179)(180), et dans la maladie de Crohn (181), a montré des
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effets bénéfiques. Toutes ces biothérapies ont montré une amélioration significative clinique

de plus de 75% dans 70 a 80% des patients dans le psoriasis.
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Figure 13 : physiopathologie du psoriasis, adapté de Lowes et al (49)

12- Le microbiote cutané

Le microbiote cutané est la réponse des communautés microbiennes cutanées, individuelle ou
collective, aux conditions écologiques de la peau (température, pH, humidité, exposition aux
UV, teneur en protéines,..). Les agents microbiens (bactéries, champignons, virus) et parasites
peuvent modifier ou entretenir ces conditions. Ce concept regroupe les notions d’interactions
fonctionnelles entre les micro-organismes et avec la peau. Le microbiote commensal protége
la peau des infections en entrant en compétition avec les pathogénes, et contribue a

I’homéostasie en influencant la réponse immunitaire locale (182). Les interactions entre les
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cellules épithéliales, les cellules immunes et les microorganismes permettent entre autre la
sécrétion de peptides antimicrobiens permettant le controle de la colonisation microbienne
cutanée.

Les bactéries cutanées commensales principales sont les Staphylococcus spp. et
Proteobacteria. Malassezia spp. représente le champignon commensal principal, Demodes
folliculorum et Demodex brevis les parasites principaux. Ces parasites vivent pres ou dans les
follicules pileux (1).

Les annexes cutanées, glandes apocrines et eccrines, glandes sébacées et follicules pileux, ont
leur propre microbiote (183). Les glandes eccrines sécrétent de 1’eau et des électrolytes a la
surface cutanée, ce qui permet la thermorégulation ainsi que I’acidification de la peau,
empéchant la colonisation microbienne. Les glandes sébacées, connectées au follicule pileux,
secrete le sébum, protégeant et lubrifiant la peau et le follicule pileux en formant un bouclier
antibactérien. Les glandes sébacées sont anoxiques et permettent ainsi la croissance de
Propionibacterium acnes, bactérie cutanée commensale. Le séquencage du génome de cette
bactérie a permis de découvrir de nombreux geénes codant pour des lipases dégradant les
lipides du sébum. Propionibacterium acnes hydrolyse les triglycérides du sébum, relarguant
ainsi des acides gras. La colonisation de la glande sébacée par cette bactérie serait alors
facilitée par son adhérence aux acides gras (184). Les acides gras contribuent également a
I’acidification du pH cutanée. Or de nombreux pathogeénes, comme Staphylococcus aureus et
Streptococcus pyogenes, sont inhibés par un pH acide. Cette inhibition favoriserait alors la
croissance d’autres pathogénes comme les staphylocoques coagulase négative et les
corynebactéries. L’occlusion cutanée engendre une augmentation du pH, ce qui favorise alors
la croissance des Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes.

La surface cutanée varie en fonction de la topographie. Ainsi, les régions axillaires et

inguinales sont partiellement occluses, plus humides et chaudes, ce qui favorise la croissance
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de certains de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes et bacilles Gram négatif. La
densité variable des glandes sébacées en fonction de la topographie, influence également le
microbiote. Le visage, le dos et le thorax sont des régions riches en glandes sébacées,
facilitant la croissance des microorganismes lipophiliques (Propionibacterium spp et
Malassezia spp). Les facteurs de I’hote (age, sexe, pathologies (diabéte), inflammation
chronique, susceptibilités génétiques (filaggrine) influencent le microbiote (185). In utero, la
peau du feetus est stérile. La colonisation cutanée débute immédiatement apres la naissance
(186). Enfin, les facteurs environnementaux (choix des ports d’habits, prises d’antibiotiques,
cosmétiques, savons, émollients utilisés, climat) peuvent moduler le microbiote.

Les approches génomiques ont révélé une grande diversité des microorganismes bactériens
constituant le microbiote. La méthode d'analyse métagénomique consistait en I'amplification
de genes de petite sous-unité d'ARN (acide ribonucléique) ribosomal procaryote (16SrRNA),
existant chez toutes les bactéries mais non chez les eucaryotes, a partir de prélévements
cutanés (187). Le microbiome désigne I’ensemble des génomes des microorganismes vivant
sur la peau. Les bactéries cutanées appartiennent a quatre embranchements (phyla) :
Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes et Proteobacteria. Ces mémes embranchements sont
retrouvés a des proportions différentes dans les microbiotes des muqueuses buccales et
intestinales. Ainsi les bactéries de I’embranchement Actinobacteria prédominent sur la peau,
tandis que Firmicutes et Bacteroidetes sont plus abondants dans le systéme digestif. Ces
approches génomiques ont confirmé les variations topographiques, temporelles et
interpersonnelles. Staphylococcus et Corynebacterium spp. sont les agents microbiens les plus
abondants au niveau des régions « humides » (régions axillaires, inguinales, périnéales,
plantes, creux poplités).

La dermatite séborrhéique et 1’acné sont associées respectivement a Malassezia spp. et

Propionibacterium acnes. Malassezia spp. est majoritairement retrouvé dans les cultures
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cutanées des Iésions de dermatite séborrhéique. Le mécanisme supposé implique des geénes de
ce champignon codant pour des lipases. Ces enzymes permettent le relarguage d’acides gras
et de métabolites. Leur pénétration dans le derme favorise une inflammation et leur
prolifération. Cependant, Malassezia spp. est retrouvé sur des peaux d’individus sains, et n’est
donc pas suffisant au développement de cette dermatose. Propionibacterium acnes secréte des
lipases, protéases et hyaluronidases qui endommagent les tissus adjacents aux follicules pilo-
sébacés. Ces lésions induisent la production de cytokines inflammatoires et de chémokines.
De méme, Propionibacterium acnes est retrouvé sur des peaux saines.

Il a récemment été¢ démontré le role primordial de la colonisation cutanée bactérienne dans la
réponse immunitaire T et la protection immunitaire contre le parasite Leishmania Major. En
effet, les animaux germ-free ne développent pas de réponse immunitaire T contre L. Major.
Or la colonisation de la peau par la bactérie commensale Staphylococcus epidermis suffit a
restaurer cette réponse immunitaire T, régulant les réponses IL-1 dépendantes (188). A
I’inverse, le microbiote peut ¢galement contribuer aux pathologies inflammatoires.
Staphylococcus aureus est plus fréquemment retrouvé sur la peau des patients atteints de
dermatite atopique par rapports a des sujets sains. Une étude récente chez la souris, a montré
les toxines relarguées par S. aureus induisaient une dégranulation des mastocytes cutanés, qui
a leur tour promouvait une réponse Th2, réponse impliquée dans la physiopathologie de la
dermatite atopique (189). Les 1ésions de dermatite atopique sont caractérisées par un faible
taux d’expression de peptides antimicrobiens, ce qui peut contribuer a un cercle vicieux dans
cette pathologie.

Enfin, le microbiote peut jouer un role dans la cicatrisation cutanée. Apres une 1ésion cutanée,
les cellules nécrotiques libérent de I’ARN endogéne qui, en se liant aux TLR3 exprimés par
les kératinocytes, induit de 1’inflammation. Celle-ci est nécessaire lors du phénomene de

cicatrisation. Cependant, une inflammation excessive peut ralentir le processus voire étre
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nocif. Afin de contrebalancer I’inflammation médiée par les TLR3, 1’acide lipotéichoique
libéré par Staphylococcus epidermidis, se lie aux TLR2. Le signal médi¢ induit 1’expression
de TRAF1 qui inhibe alors la production d’IL-6 et TNF dépendante du TLR3, limitant ainsi
I’inflammation et le recrutement de leucocytes. De plus, 1’activation des TLR2 par

Staphylococcus epidermidis induit la production de PAM actifs contre Streptococcus

pyvogenes du goupe A.
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Figure 14 : le microbiote cutané, adapté de Grice et al (1)
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II- L’hidradénite suppurée

1- Définition
L’hidradénite suppurée (HS) ou maladie de Verneuil est une dermatose inflammatoire
chronique ou récidivante se manifestant par des lésions inflammatoires douloureuses et
profondes des régions axillaires, mammaires, inguinales et périnéo-fessiere (190)(191). L’HS
a été décrite pour la 1° fois en 1839 Alfred Velpeau (191). En 1954, le chirurgien francais
Aristide Verneuil suggéra une atteinte des glandes apocrines dans I’HS et lui donna son nom
(192).
Une définition consensuelle de I’HS a été¢ adoptée lors du congrés organisé par la fondation
Hidradenitis Suppurativa en 2009 a San Francisco (193).
Les critéres diagnostiques de cette maladie associent :

1- la présence de lésions typiques c'est-a-dire des nodules profonds douloureux, des

nodules fistulisés abcédés, des trajets fistuleux, des cicatrices fibreuses en pont et des

comédons ouverts
2- une localisation typique (régions axillaires, mammaires, inguinales, périnéo-fessicre)
3- des lésions chroniques et récurrentes

Ces 3 criteres doivent étre présents pour €tablir le diagnostic. L’age moyen de début de I’'HS
est 22,1 ans et la durée moyenne d’activité de la maladie est de 18,8 ans (194). Le sexe ratio
est de 1 homme pour 3,3 femmes (195).

L’HS est définie uniquement par ses manifestations cliniques et sa chronicité. Aucun examen
complémentaire n’est utile au diagnostic. Il s’écoule en moyenne 8 ans entre les premicres
manifestations et celui-ci. Ce retard diagnostique peut s’expliquer par la prévalence plus
¢levée des formes peu séveres, donc de diagnostic plus difficile, et de 1’absence de

connaissance de cette maladie par la communauté médicale.
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Toute 1ésion nodulaire, tout abces situé dans les régions axillaires, inguinales, périnéale ou

mammaires, doit faire évoquer le diagnostic de maladie de Verneuil.

2- Prévalence

La prévalence rapportée de I’HS varie de 0,00033% a 4% selon les études (196). Une
prévalence de 1% dans la population frangaise générale et de (197) 2,10 % dans une étude
danoise ont été reportée. Une incidence de 6/100000 habitants a été décrite dans une étude

réalisée dans une région du Minnesota (198).

3- Facteurs associés

Dans 2 études cas-témoins frangaises, portant sur 67 patients (200 témoins) et 302 patients
(906 témoins), le tabagisme et le surpoids étaient significativement associés a I’HS en analyse
multivariée (respectivement OR=12,55 [8,58-18,38] et OR=1,12 [1,08-1,15] pour chaque
point de I’indice de masse corporelle (IMC), dans 1’étude sur 302 patients (p<0,05)) (197). Le
tabagisme actif était significativement plus fréquent chez les patients HS (>70%) (197).
Aucune relation temporelle et aucun effet-dose n’ont été mis en évidence entre le tabagisme et
I’HS.

Dans une série de 302 patients HS, le surpoids (et non le tabagisme) était associé a la sévérité
de la maladie, cotée par le score de Sartorius (195). Un effet-dose a été retrouvé dans
I’association entre I’'IMC et la sévérité de I’HS (I’augmentation de 1 U de 'IMC était associée
a une augmentation de 0,84 U de la moyenne du score de Sartorius), permettant de suggérer le
surpoids comme un facteur de risque (195). Dans une étude rétrospective sur 249 patients
obéses ayant subi une chirurgie bariatrique, 18,1% avaient présenté des manifestations

cliniques d’HS. La perte de poids de plus de 15% était significativement associée a une
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amélioration clinique (199). L’association entre HS et syndrome métabolique a été récemment

reportée (200).

4- Description clinique

4-1 Lésions typiques précoces

Les lésions précoces sont des nodules douloureux isolés, pouvant persister plusieurs
semaines, avec des ¢épisodes récurrents d’inflammation. Ces Ilésions ne sont pas
caractéristiques et sont fréquemment considérées comme des abcés ou kystes épidermiques
inflammés, d’ou le retard diagnostique. Cette Iésion peut évoluer vers un abceés avec un

¢coulement purulent spontané ou apres incision (201).

4-2- Lésions tardives

La répétition de poussées inflammatoires entraine la formation de cicatrices hypertrophiques
et fibreuses en pont, de trajets fistuleux avec écoulement d’un liquide séro-purulent, et de

comédons ouverts. Des lésions non typiques peuvent étre présentes :

- papules et folliculites - bourgeons charnus

- lésions a type pyoderma gangrenosum - kystes épidermiques
- comédons multiples, en dehors des zones d’HS - kystes sébacés

- cicatrices arrondies déprimées des fesses - macrokyste >3cm

- cicatrices arrondies a 1’emporte-piéce - cicatrice vermoulue

4-3 Absence de signes généraux

Il n’y a ni adénopathie ni fiévre associées (190). Malgré des portes d’entrées, les infections a

pyogenes sont rarissimes.
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4-4 Topographie

Les localisations sont typiques, et constituent un des critéres diagnostiques (193): régions
axillaires, inguinales, périnéales et péri-anale, fessicres, inter et sous mammaires. Ces régions
sont riches en glandes apocrines, et sont classiquement des sites microbiens. D’autres régions
peuvent étre atteintes : zones rétro et pré-auriculaires, nuque et dos, tronc, membres

(202)(203).

4-5- Hétérogénéité clinique : existence de plusieurs phénotypes

La présentation clinique de I'HS est extrémement variée de par ses localisations, ses
différentes 1€sions, son évolution et sa sévérité (201). En 2006, Poli et al, suggéraient une
différence de présentation de la maladie et de sévérit¢ de la maladie selon le sexe, avec
notamment une localisation antérieure plus fréquente chez la femme et des localisations
atypiques et glutéales plus fréquentes chez les hommes (195)(203). D’autres topographies
préférentielles selon le sexe ont par la suite été distinguées. Les hommes présentaient une
atteinte plus fréquente des plis axillaires, des fesses et de la région périné€ale par rapport aux
femmes (respectivement 79% vs 67%, 40% vs 23%, 51% vs 33%, p< 0,05). Au contraire, les
femmes présentaient une atteinte plus fréquente des régions mammaires et inguinales (22% vs
1%, 93% vs 77%, p< 0,001) (204)(195). Des atteintes de topographie atypique (dos, torse,
auriculaire) et la présence d’un sinus pilonidal étaient plus fréquemment décrites chez les
hommes (195).

Une étude transversale récente sur 618 patients HS suggere I’existence de 3 phénotypes
distincts de la maladie selon une analyse des classes latentes (205):

- un premier phénotype typique « axillo-mammaire » (« latent classe » 1 ou LCI). Ce
phénotype est caractéris¢ par des atteintes préférentielles mammaires, axillaires et des lésions

de type nodule et cicatrices en ponts. Ce phénotype était constitué principalement de femmes
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avec un indice de masse corporelle élevé. Cette classe représentait 48% de la population
étudiée et constitue la forme « typique » d’HS.

- un deuxiéme phénotype « folliculaire » (LC2): Les patients de cette classe avaient des
atteintes axillaires, mammaires, rétro-auriculaires, thoracique, du dos, des membres, mais
présentaient surtout des probabilités plus élevées que les 2 autres classes d’avoir des lésions
folliculaires (kystes épidermiques, comédons, sinus pilonidal). Des antécédents d’acné sévere
¢taient souvent retrouvés. Par rapport a la classe LCI1, cette forme folliculaire était plus
fréquente chez les hommes fumeurs et se caractérisait par une forte sévérité selon les scores
de Sartorius et de Hurley. Le début de la maladie était plus précoce et la durée de la maladie
plus importante. Cette classe représentait 26% de la population étudiée.

- un troisiéme phénotype « glutéal » (LC3). L’atteinte est de localisation fessiere. Des 1ésions
a type de papules et folliculites accompagnent le tableau clinique. Par rapport a la classe LC1,
ces patients étaient plus souvent fumeurs, avaient un indice de masse corporelle plus bas et
une maladie moins sévere. Cette classe représentait 26% de la population étudiée.

Une des limites de cette étude est le choix des variables ayant permis la construction du
modele, et notamment le regroupement des variables axillaires et/ou mammaires. Néanmoins,
cette étude souligne l’existence de plusieurs phénotypes d’HS pouvant étre le reflet de

processus physiopathologiques différents dans le développement de la maladie.

5- Evolution

L’age moyen de début de I’HS est 22,1 ans et la durée moyenne d’activité de la maladie est de
18,8 ans (194). Les cas prépubéres sont exceptionnels. Le début de la maladie chez les
patients ayant des antécédents familiaux de HS est par contre plus précoce. La maladie tend a

étre moins active chez les femmes aprés 50 ans et en compléte rémission aprés la ménopause.
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De méme, la maladie peut étre en rémission quasi-compléte lors des grossesses. Au contraire,

chez les hommes, la maladie peut rester active jusqu’a un age avancé (197).

6- Scores
Des scores ont été définis permettant de coter la sévérité de la maladie.

La classification de Hurley (206) cote la sévérité de la maladie en 3 groupes :

Grade I Grade I1 Grade 111

Abceés unique ou multiples | Abcés  récidivants  avec | Atteinte diffuse, ou fistules
sans fistule, ni processus | formation de fistules et de | interconnectées et abces sur toute
cicatriciel fibreux. cicatrices hypertrophiques. I’étendue de la zone atteinte.
Lésions unique ou multiples
séparées les unes des autres.

Tableau 2 : score de Hurley

Ce sont des niveaux de sévérité et non d’évolutivité, il n’y a pas fréquemment de passage
d’une forme bénigne vers une forme sévere. Dans une étude frangaise portant sur 302 patients
HS, 68,2% des patients étaient classés dans le stade modéré I, 27,6% dans le stade
intermédiaire II et 3,9% dans le stade sévere III (195). Ce score, facile d’utilisation, est
statique, et ne peut donc pas servir de critére d’efficacité dans les études thérapeutiques. Il est

plus utile dans la prise de décision chirurgicale que dans le suivi de traitements médicaux.
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D’autres scores permettent de coter la sévérité¢ et I’évolutivité de la maladie : le score de
Sartorius modifié (207), le « Physicians Global Assessment » (PGA), ou le « hidradenitis
suppurativa score » (HSS)(208). Le « dermatology life quality index » ou DLQI est un
questionnaire permettant d’évaluer I’impact de la dermatose sur les ressentis et les activités
quotidiennes (209). La cotation de I’importance de 1’écoulement et de la douleur des Iésions
HS via une échelle visuelle analogique (EVA) ou numérique est reproductible et ainsi utile

dans le suivi des patients HS.

7- Complications

Des cancers épidermoides s’observent aprés une évolution prolongée (10 a 20 ans)
notamment dans les localisations fessiéres et périnéales chez ’homme. Le diagnostic est
souvent tardif et le pronostic mauvais avec une mortalité¢ supérieure a 70% (210). L’HPV
(papillomavirus humain) a été suggéré comme étant un facteur contributif a la survenue de
carcinome sur des lésions périnéales, péri-anales et fessicres d’HS (211).

La prévalence a été ainsi estimée a 4,6% dans une étude rétrospective frangaise (212) portant
sur 217 patients HS. L’age moyen de diagnostic était de 53 ans et le délai moyen entre le
diagnostic de HS et celui de carcinome était de 25,3 ans (7-40 ans). L’ inflammation chronique
et récurrente due aux poussées de HS peut entrainer 1’apparition d’un lympheedéme, facteurs
favorisants d’érysipeles (213). La qualité de vie des patients HS est trés perturbée due a
I’inconfort, les écoulements malodorants séro-purulents, la douleur.

Le retentissement socio-professionnel et psychologique est majeur (214) (215).

Parmi les affections dermatologiques, la qualité de vie chez les patients HS est une des plus

altérée (216).
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8- Maladies associées

8-1 Maladies folliculaires

L’HS peut étre associ¢e a d’autres maladies folliculaires : folliculites, sinus pilonidial (trés
fréquent), folliculite disséquante du cuir chevelu (trés rare) et de maniére controversée 1’acné
vulgaire et acne conglobata. Une triade et/ou tétrade d’occlusion folliculaire ont ainsi été
décrites dans la littérature (217)(218). Cependant, 1’acné vulgaire ou conglobata est peu
fréquemment associée a I’HS (187). Le terme « acne inversa » a été utilisé¢ pour désigner ’'HS
suite a la suspicion d’association de I’HS avec 1’acné, ces 2 entités ayant en commun une
occlusion folliculaire dans leur physiopathologie. Cependant, il y a une absence
d’hyperséborrhée dans I’HS, contrairement a I’acné (219). De plus, les glandes sébacées dans
la peau des patients HS seraient diminuées (220). La fréquence de 1’acné dans la maladie de
Verneuil est trés probablement surestimée. En effet, certaines 1ésions d’HS du visage et du
dos peuvent étre prises a tort pour une acné sévere. La coexistence d’un sinus pilonidial est

fréquente (40%) (221).

8-2 Maladie de Crohn

La maladie de Crohn (MC) est a la fois un diagnostic différentiel et une maladie associée. Le
diagnostic peut étre cliniquement difficile dans certains cas, notamment en cas d’atteinte ano-
génitale. En effet, des fistules et tractus sinueux peuvent étre présents dans ces 2 entités.
Histologiquement, des lésions granulomateuses peuvent étre retrouvées dans ces 2 maladies.

Plusieurs cas d’association d’HS et de MC ont ¢été reportés dans la littérature
(207)(223)(224)(225). Une ¢étude pilote portant sur 102 patients atteints de MC, a montré que
17% des patients avaient souffert au moins une fois de nodules douloureux des régions
axillaires et/ou inguinales (226). Il y a en effet plusieurs similarités entre ces 2 maladies : 1)

maladies chroniques évoluant par poussées, des épithéliums digestifs et cutanés, 2) il existe
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une prédisposition génétique, 3) le tabagisme est un facteur associ¢ de HS et MC, 4) les anti
TNF-a peuvent étre efficaces chez certains patients. Une relation a été établie entre le géne
CARD 15 ou NOD2 (16q12) et la MC (227). Les mutations associées a la MC sont localisées
dans des domaines de répétition riches en leucine et entrainent une altération de 1’activation
de NF-kB. La perte d’une réponse normale de I'immunité innée a la flore commensale
entrainerait une activation compensatrice de I’immunité adaptative et une inflammation
excessive. (228). Cependant, une étude portant sur 10 patients HS n’a pas retrouvé
d’association entre CARD15 (ou NOD2) et HS (229). L’utilisation et I’efficacité des anti-
TNFa dans I’HS ont été découverts grace a cette association (230)(231). Dans une étude de
cohorte rétrospective de 1093 patients atteints de maladie inflammatoire du tube digestif, la

prévalence de I’HS (sur auto-questionnaire) a été évaluée a 23% (232).

8-3 Manifestations articulaires

Des manifestations rhumatologiques peuvent étre associées a I’HS
(221)(233)(234)(235)(236). Un lien avec le groupe des spondylarthropathies [spondylarthrite
ankylosante, syndrome SAPHO (synovite, acné, pustulose palmo-plantaire, hyperostose et
ostéite] a été suggéré devant ’atteinte axiale et des sacro-iliaques, 1’atteinte des enthéses
possible, I’efficacité des traitements anti-inflammatoires, certains aspects radiologiques, et
I’association suspectée avec la maladie de Crohn. L’4dge moyen de survenue des
manifestations rhumatologiques est de 35 a 40 ans, avec une prédominance masculine. Dans
la majorité des cas, I’atteinte rhumatologique débute progressivement apreés le début des
lIésions d’HS. Les manifestations articulaires semblent étre rythmées par les poussées de la
maladie dermatologique. Dans une étude prospective observationnelle multicentrique publi¢e
en 2014, la prévalence des spondylarthropathies a été estimée a 3,7% dans une cohorte de 640

patients HS (selon les critéres ESSG) (237), alors que dans la population générale frangaise, la
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prévalence des spondylarthropathie a été¢ évaluée a 0,3%. 81% des patients présentaient des
enthésopathies, 9% une atteinte axiale, 25% une atteinte périphérique. Dans cette cohorte 4
patients répondaient aux criteres de SAPHO. 44% des patients avaient un HS de grade de
Hurley 3 et 39% une HS Hurley 2. L’HLA-B27 était positif dans 43% des cas. L hypothése
d’une association de ces 2 entités est renforcée par la description de mécanismes

inflammatoires communs, médiés par les voies IL-23/IL-17, TNF-a.

8-4 Pyoderma gangrenosum

De rares cas de pyoderma gangrenosum associé¢s a I’HS ont été rapportés (238)(239). Deux
nouveaux syndromes PASH et PAPASH, associant respectivement pyoderma gangrenosum,
acné et HS, et pyoderma gangrenosum, acné, HS et arthrite, ont récemment été proposé, en
extension au PAPA syndrome, syndrome auto-inflammatoire héréditaire caractérisé¢ par
I’association d’arthrite pyogénique, acné et pyoderma gangrenosum (240)(241)(242). Des
mutations des geénes PSTPIP1/CD2BPI1, induisant une production anormale d’IL-13 via
I’inflammasome ont été¢ décrites dans le PAPA syndrome. Des études génétiques sont en
cours dans le PASH et le PAPASH. Des mutations du gene codant pour la nicastrine ont

récemment été reportées dans le PASH syndrome (243).

9- Physiopathologie

La physiopathologie de I’HS est encore inconnue. Plusieurs facteurs étiologiques sont

suspectés.

9-1 Maladie folliculaire (figure 10)

Un des critéres diagnostiques de I’HS est la topographie caractéristique des lésions dans les

régions riches en glandes apocrines (régions axillaires, inguinales, périnéale, mammaires)
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(193). De plus, certaines associations avec des maladies folliculaires suggérent une anomalie
du follicule pilo-sébacéo-apocrine. Initialement, I’'HS avait ét¢ décrite comme une affection
primitive des glandes apocrines, mais des études histologiques ont montré une occlusion
folliculaire précoce dans la genese de la maladie (244). L’inflammation et I’atteinte des
glandes apocrines et/ou sébacées seraient des éveénements secondaires (245). L’examen
histologique des lésions précoces d’HS révele une hyperkératose folliculaire avec formation
d’un bouchon et dilatation du follicule pileux. Une périfolliculite, inconstante, peut étre
présente avec un infiltrat inflammatoire comportant des neutrophiles, lymphocytes et
histiocytes. Un aspect d’inflammation aigu€ de la glande et de son canal est rare (246)(247).
La rupture du follicule entrainerait la dissémination de kératine et de bactéries dans le derme.
Les biopsies des lésions chroniques montrent des fistules avec suppuration et formations
d’abces. Un infiltrat inflammatoire chronique contenant des histiocytes et des cellules géantes
est trouvé dans le tissu conjonctif adjacent. Les glandes apocrines sont généralement absentes
des zones atteintes et peuvent apparaitre normales dans le tissu sain adjacent. Ainsi, I’atteinte
des glandes sudoripares serait une conséquence du processus inflammatoire des structures

profondes (204).

Epiderme

Glandes sudoripares
eccrines

Glandg sébacée

Glandes sudoripares Follicule pileux
apocrines

Figure 15 : Follicule pilo-sébacéo-apocrine
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Figure 16 : Atteinte secondaire des glandes sébacées, adapté de Berna-Serna et al (248)

9-2 Etiologie infectieuse

La nette amélioration des 1ésions aigues chez certains patients HS apres 1’introduction d’une
antibiothérapie large (clindamycine et rifampicine ou amoxicilline et acide clavulanique)
suggere un role, primaire ou secondaire, de la flore microbienne. Cependant, I’HS ne serait
pas causée par un germe unique. En effet, la flore microbienne des suppurations chroniques et
récidivantes est polymicrobienne. De nombreux germes de la flore résidente cutanée sont
retrouvés dans les Iésions d’HS (249). Plusieurs études ont montré la prédominance de
staphylocoques coagulase-négative et anaérobies de la flore commensale dans des
prélevements de Iésions profondes d’HS (aspiration de pus profond ou vaporisation des
lésions au laser CO2 afin d’éviter toute contamination) (250)(251). La présence de
staphylococcus aureus, hors contamination, est controversée. La flore polymicrobienne
cutanée chez les patients HS est ainsi trés différente de la colonisation par propionibacterium
acnes au cours de I’acné. Dans une étude microbiologique prospective récente sur 102 Iésions
de 82 patients HS, les cultures bactériennes longues ont retrouvé du Staphylococcus
lugdunensis de facon prédominante dans 58% des nodules et abces, et une flore
polymicrobienne (anaérobies, Streptococci groupe Milleri et actinomycetes) dans 24% des

abces et 87% des Iésions suppuratives chroniques. L’étude métagénomique sur 6
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prélévements n’a pas mis en évidence la présence de bactéries non retrouvées en culture

(252).

9-3 Facteurs hormonaux

Le surpoids est un facteur associ¢ de la maladie de Verneuil (197). De plus, les femmes sont
plus fréquemment atteintes (sexe ratio 1 :3) avec des poussées parfois pré-menstruelles (194).
Les lésions débutent lors de la puberté et une amélioration de la maladie peut étre notée lors
des grossesses et a la ménopause chez les femmes. Ces données cliniques peuvent suggérer
une participation hormonale dans I’HS. Cependant, 1’absence de signes d’hyperandrogénisme
chez les patientes HS, les taux plasmatiques normaux d’androgenes (253), et ’efficacité tres
modérée des traitements anti-androgéniques (hormis a posologies trés élevées) (254), ne
corroborent pas les données cliniques et I’hypothése d’un hyperandrogénisme. Un role
indirect des cestrogénes influencant les réponses inflammatoires ainsi qu’un

hyperandrogénisme périphérique ont été évoqués (204).

9-4 Susceptibilité génétique

30 a 40% des patients atteints de maladie de Verneuil ont des antécédents de maladie de
Verneuil (255)(256). En 2006, le locus sur le chromosome 1 (1p21.1-1g25.3), contenant
environ 886 génes (dont seulement 395 connus) a été identifié (257) dans une famille HS
chinoise de 4 générations. En 2010, des mutations du géne codant pour la y-sécrétase ont été
identifiées dans 6 familles Han atteintes d’HS (258). La y-sécrétase est une protéine trans-
membranaire composée de 4 sous-unités hydrophobes: une sous-unité catalytique préséniline
(codée par le géne PSENI ou PSEN2), et 3 sous-unités co-facteur la préséniline-enhancer 2
(codée par le géne PSENEN), la nicastrine (codée par le géne NCSTN) et I’anterior pharynx

defective (codée par le géne APHIA ou APHIB) (259). Le géne NCSTN est localisé sur le
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chromosome 1q22-q23(260), ce qui correspond bien au locus décrit (257). La y-sécrétase
permet le clivage de plusieurs protéines membranaires de type I, incluant les précurseurs
d’amyloide retrouvés dans la maladie d’Alzheimer et Notch (261)(262). Ce complexe
protéique reconnait pres de 60 substrats différents.

La préséniline est la sous-unité protéolytique. Les trois autres sont des cofacteurs. La
préséniline enhancer-2 est quant a elle nécessaire a 1’endoprotéolyse et 1’activation de la
préséniline. La nicastrine joue un role dans I’assemblage du complexe, la maturation et la
stabilisation.

Cette glycoprotéine de 130kDa transmembranaire posséde un large domaine extracellulaire
qui aurait un role crucial dans la reconnaissance du substrat. Des mutations de 1’ectodomaine
de la nicastrine, comportant les N-glycosylation, entrainent une perte de la reconnaissance du
substrat et donc du clivage (263). A ce jour, 17 mutations ont été reportées dans le geéne
NCSTN, 3 dans le géne PSENEN et une dans le géne PSENI (264,265) dans des populations
chinoises et caucasiennes (cas familiaux et sporadiques). Les mod¢les murins ont montré que
I’absence d’expression de la y-sécrétase induisait une atrophie du follicule, la formation de
kystes épidermiques, I’absence des glandes sébacées et une hyperplasie épidermique (266—

268)
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Figure 17 : mutations de la gamma-sécrétase, adapté de Pink et al (259)
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9-5 Inflammation et immunité

L’efficacité de certains antibiotiques, a visée anti-infectieuse mais également anti-
inflammatoire, et de traitements immunosuppresseurs comme les anti-TNFo suggére une
anomalie de réponse du systéme immunitaire a la flore microbienne cutanée. Plusieurs
anomalies des réponses immunes innées et adaptatives, parfois contradictoires, ont été
rapportées dans la littérature.

In situ, une augmentation de I’expression des TLR2 (en RT-PCR et en immunohistochimie
(IHC) par les macrophages et cellules dendritiques infiltrant les Iésions cutanées de 9 patients
HS, par rapport a 7 témoins sains a été mise en évidence (269), contrastant avec les résultats
d’une autre étude en IHC montrant une diminution de 1’expression in situ des TLR2, 3,4, 7,9
(266). Une augmentation de I’expression cutanée de peptides anti-microbiens (PAM) (human
B-defensin-2 et psoriasine), nécessaires a la réponse anti-microbienne cutanée, a été rapportée
en immunohistochimie et RT-PCR chez 6 patients HS par rapport a 6 témoins (270).
Cependant, dans trois autres études, une diminution de 1’expression de PAM in situ, en RT-
PCR et THC a ét¢é montrée chez les patients HS par rapport aux témoins sains
(266)(271)(272). 24 heures apres la mise en culture de biopsies cutanées de patients HS (n=6),
des taux plus élevés de TNF-a, d’IL-1p et d’IL-10 dans les surnageants , par rapport a des
témoins sains (n=7) et des patients atteints de psoriasis, ont été rapportés (273). Cependant,
une diminution de la capacité de sécrétion de TNF-a et d’IL-6 par les monocytes sanguins de
53 patients HS, par rapport a 6 témoins, apres stimulation par 1’endotoxine lipopolysaccharide
(LPS) a été montrée dans une étude (274). Une augmentation de I’expression d’IL-17 en qRT-
PCR et une I’infiltration par des Th17 en immunofluorescence ont été rapportées dans la peau
de patients HS (n=10) (270). Enfin, une diminution des transcrits IL-22 dans la peau des
patients HS a été décrite (272). Ainsi, malgré des résultats discordants, ces études récentes

suggerent une anomalie des réponses immunitaires chez les patients HS.
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9-6 Hypothése uniciste de 1a voie Notch

La découverte des mutations des génes de la y-sécrétase et les données immunologiques
publiées ont conduit a développer un nouveau modéle physiopathologique (figure 13). Les
récepteurs NOTCH sont des substrats de la y-sécrétase. La voie NOTCH compte 4
récepteurs : NOTCH 1-4. Tous sont reconnus par 5 ligands : Delta-like 1, 3 et 4 (DLLI, 3 et
4) et Jagged (1 et 2). Ces ligands se fixent sur la protéine et modifient ainsi sa conformation.
Elle peut alors étre clivée par la protéine ADAM, de la famille des métalloprotéases, qui va
couper la partie extracellulaire. Puis la partie intracellulaire est alors clivée par la y-sécrétase.
Cette derniére, aussi appelée NICD (NOTCH Intracellular Domain) est transloquée dans le
noyau, ¢limine les corépresseurs puis s’assemble au complexe RBPJ en recrutant des
cofacteurs. Ceci va permettre la transcription des génes cibles de NOTCH qui gouvernent de
vastes fonctions cellulaires (tel HES1 (Hairy and Enhancer of Split) et HEY1 (Hairy and
Enhancer of Split Related) (275,276). Notch joue un role essentiel dans I’embryogenése et le
développement de 1’organisme. Au sein des cellules de I’immunité, Notch est essentiel le
développement des lymphocytes T et B. Ils régulent également I’activation des lymphocytes
T, la différenciation des cellules T CD4+ (notamment des Th22) mais aussi des cellules de
I’immunité innée comme les Innate Lymphoid Cells (ILCs). Cette protéine intervient donc
aussi bien dans I’'immunité innée que dans I'immunité acquise (276,277). De méme, le
développement postnatal du follicule pileux recquiert un signal NOTCH intact dans le buldge
et dans les cellules de la gaine externe du follicule pileux (ORS ou Outer Root Sheath). Dans
le bulge, NOTCH contréle le passage des cellules souches ou de leur progéniteurs en cellules
différenciées (268,278). Il a ainsi été supputé le réle de NOTCH dans la physiopathologie
dans I’HS, sans preuve scientifique a ce jour.

L’hypothése actuelle est qu’une altération du signal pourrait avoir 3 conséquences

majeures (279):
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1) une hyperkératose du follicule pileux, une formation de kystes épidermiques, et
une différentiation altérée des glandes apocrines

i) une diminution de la différenciation des T CD4+ en Th22

iil)  une absence de régulation de la réponse inflammatoire médiée par les cellules
dendritiques entrainant une infiltration de cellules T inflammatoires (notamment

Th17) et de polynucléaires neutrophiles (280).

Loss-of -function mutations
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Disturbed keratinization Deficient T-cell
of terminal hair follicles function with

impaired IL-22
Epidermal cyst formation secretion ‘ Th17 cell
Impaired sebaceous Disturbed Autoinflammatory Th17-
gland differentiation synthesis of AMPs driven immune reactions

Figure 18 : hypothese uniciste de la voie Notch, adapté de Melnik et al, (281)

10- Traitement

A ce jour, il n’existe pas de traitements médicamenteux permettant une guérison définitive de
I’HS. Néanmoins, la combinaison simultanée ou successive de traitements médicaux et
chirurgicaux, améliore la majorité des patients. Il existe trés peu d’études de fort niveau de
preuve permettant de guider les choix thérapeutiques. La perte de poids, et I’arrét du tabac

sont a conseiller.
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10-1 Les antibiotiques restent ce jour le traitement de 1ére intention dans les poussées

aigues et les phases chroniques d’HS.

Des traitements antibiotiques en courte cure peuvent améliorer les poussées aigues d’HS. Un
traitement par cyclines au long cours a visée anti-inflammatoire peut retarder ou supprimer les
récidives (221). Son efficacité n’est cependant pas prouvée. Aucune différence significative
n’a été mise en évidence entre un traitement par tétracycline et par clindamycine topique dans
une étude contrdlée en double aveugle portant sur 46 patients (282).

Une étude observationnelle frangaise menée sur 116 patients HS, et une étude rétrospective
danoise portant sur 34 patients HS séveres, traités par la combinaison rifampicine (600 mg/
jour) et clindamycine (600 mg/jour) pendant 10 semaines, ont montré une amélioration
clinique (réduction de 50% du score de Sartorius) et de la qualité¢ de vie des patients HS
séveres (283)(284). Cette bithérapie est a ce jour controversée compte tenu de [’effet
inducteur de la rifampicine sur la clindamycine et le risque de résistance induite (285).
Cependant elle reste recommandée dans les guidelines européennes sur I’HS parues 2015
(286)(287)(201). Une étude rétrospective francaise portant sur 28 patients HS a évalué
I’efficacité de la triple antibiothérapie par rifampicine, moxifloxacine et metronidazole (288).
16 patients ont eu une rémission dite compléte et 12 patients une réponse partielle. Cette triple
antibiothérapie a trés large spectre n’a pas fait la preuve de sa supériorité par rapport a la bi-
antibiothérapie par rifampicine et clindamycine. Les effets indésirables graves potentiels sont

a prendre en compt.

10-2 Biothérapies

De nombreux cas cliniques, petites études rétrospectives ou prospectives sur I’efficacité des
traitements anti TNF-a dans I’HS ont été rapportés. Quatre études controlées randomisées ont

été publiées. L’essai controlé randomisé monocentrique en double aveugle en cross over
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Infliximab (IFX) versus placebo sur 33 patients HS (score HSSI modéré a sévére) sur 52
semaines n’a pas montré de différence significative entre les 2 groupes sur le critére de
jugement principal (amélioration du score HS Severity Index (HSSI) de plus de 50% a la 8™
semaine), apres 3 perfusions d’infliximab (5mg/Kg) ou de placebo. Par contre, une différence
significative a été mise en évidence dans certains critéres de jugement secondaires dans le
groupe des patients traités par infliximab suggérant une efficacité chez certains patients (289).
L’étude contrdlée randomisée en double aveugle monocentrique etanercept versus placebo,
menée sur 20 patients durant 12 semaines n’a pas mis en évidence de différence significative
sur le critére principal de jugement ni sur les critéres secondaires (290). Deux études
multicentriques randomisées controlées en double aveugle adalimumab versus placebo ont été
rapportées. Dans la 1ére étude sur 21 patients (80mg s/c a SO puis 40 mg en S/C
hebdomadaires jusqu’a S12), une diminution significative du score de Sartorius aprés 6
semaines de traitement, a ét¢ mise en évidence dans le groupe adalimumab, mais non aprés 12
semaines de traitement, date de jugement du critére principal. (291). Il n’y avait pas de
différence sur les critéres secondaires. Dans la 2éme étude sur 154 patients randomisés en 3
groupes (groupe 1 placebo, le groupe 2 : 80 mg SO puis 40 mg toutes les 2 semaines, et le
groupe 3 : 160 mg S0, 80mg S2 puis 40 mg/s), une amélioration significative du score PGA a
S16 a été mise en évidence dans le groupe 3 par rapport au groupe placebo (292). Ainsi, les
données de la littérature et les expériences rapportées ne permettent pas de conclure sur
I’efficacité des anti TNF-a dans ’HS. Dans une étude de cohorte nationale multicentrique
rétrospective en cours, sur 60 HS ayant recus un ou plusieurs anti-TNF-a.. Parmi les données
recueillies, seul le stade Hurley 2 était associé a une rémission compléte, et 1’absence de
localisation glutéale était associée a une rémission partielle. Pour les formes les plus sévéres
Hurley 3, les réponses au traitement n’étaient que partielles avec un échappement a court

terme (Sbidian et al, communication orale, JDP 2014).

87



L’efficacité de I'ustekinumab (anti IL-12p40) a été rapportée de fagon anecdotique

(293)(294).

10-3 Autres

L'acide rétinoique joue un rdle important de contrdole de la prolifération et de la
différenciation cellulaires. Du fait de ses propriétés anti-kératinisantes, I’AR est utilisé dans
plusieurs affections dermatologiques tels I'acné, le psoriasis et les ichtyoses. Son mode
d'action implique son transport vers le noyau par une protéine cytoplasmique, puis sa liaison a
un récepteur nucléaire de la famille des récepteurs des stéroides; il agit alors sur la
transcription de geénes cibles. Récemment, il a été rapporté une efficacité de I’acitrétine et de

I’alitrétinoine (deux rétinoides synthétiques) dans le traitement de I’'HS (295)(296)(297).

Une certaine efficacité du zinc (298), traitements anti-androgéniques a forte posologies (254),
ciclosporine (299)(300) a été reportée dans des case-reports ou petites séries prospectives et
rétrospectives. Par contre, 1’absence d’efficacit¢é de [I’isotrétinoine orale a été publiée
(301)(302)(303). L’isotrétinoine permet la diminution de la taille des glandes sébacées ainsi
que leur sécrétion. Or, il y a dans la physiopathologie de 1’acné une augmentation de la
sécrétion des glandes sébacées, d’ou I’efficacité majeure de ce traitement dans cette affection.
L’absence d’efficacité de I’isotrétinoine dans I’HS peut s’expliquer par le fait qu’il n’y a pas

d’augmentation de sécrétion de sébum dans I’HS.

10-4 Traitement chirurgical

Plusieurs options existent: i) I’incision et le drainage des abcés douloureux, geste ambulatoire
simple permettant un soulagement rapide mais transitoire ; ii) 1’exérése-suture de lésions

isolées et des trajets fistuleux; iii) I’excision chirurgicale large emportant toutes les 1€sions
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jusqu’au plan aponévrotique. La chirurgie reste un moyen efficace et durable et doit étre

considéré apres échec/ au décours des traitements médicamenteux.

10-5 Traitement par laser et Photothérapie dynamique (PDT)

Dans une étude contrdlée randomisée laser NdYag (neodymium :yttrium-aluminium) versus
antibiothérapie topique chez des patients de grade de Hurley II et III, une réduction
significative de la sévérité de la maladie a été¢ rapportée chez les patients traités par laser
(304). Sa supériorité par rapport au traitement chirurgical « classique » est débattue (305).

Una amélioration apres traitement par PDT a été reporté (306).

Dans I’HS, un déficit en IL-22 a été décrit (272). L’idée d’une délivrance locale d’IL-22 a été
suggérée afin de tenter d’augmenter les défenses antimicrobiennes et de prévenir

I’inflammatoire chronique destructrice (147).

Le traitement de I’HS est difficile et controversé. Il existe trés peu de données d’études
randomisées controlées permettant de guider les décisions thérapeutiques. Des études
seraient nécessaires afin de comparer ces différents traitements. La compréhension de la

Pphysiopathologie de I’HS permettra d’envisager de nouveaux traitements.
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Hypothése et objectifs

L’exposition constante de la peau a des agents microbiens, flore commensale incluse, requiert
un dialogue constant entre les cellules épithéliales et les cellules immunes afin de maintenir
I’homéostasie. Les kératinocytes interagissent avec les cellules de Langerhans en réponse a la
pénétration d’agents microbiens. Les kératinocytes expriment les récepteurs PRR (pattern
recognition receptor) et les NLR (NOD-like receptor) qui reconnaissent respectivement les
PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) et les DAMPs (damage-associated molecular
pattern), ligands exprimés par les agents microbiens en situation infectieuse ou en situation de
danger épidermique. En fonction des signaux de danger, les kératinocytes et les LCs
produisent des cytokines et chémokines permettant d’initier et de coordonner 1’activation et le
recrutement de cellules immunitaires et de promouvoir la différenciation des T CD4+ naives
en Th17/Th22.

Les kératinocytes produisent en effet de I'IL-18 et de I'IL-6 permettant notamment
d’amplifier la production d’IL-23 par les LCs et cellules dendritiques dermiques résidentes et
de promouvoir leur migration vers les ganglions afférents ou ces cellules induisent une
différenciation des T CD4+ naives en Th17/Th22. Ces cellules induites en réponse a des
antigénes présentés par les DC et LC cutanées, expriment les récepteurs de « homing »
cutanés leur permettant de migrer vers le site inflammatoire cutané. Les lymphocytes Th17 et
Th22 expriment ainsi CCR6+CCR4+CCR10+ et CLA+, leur permettant de migrer selon les
gradients de leurs ligands CCL20, CCL22 et CCL27 vers la peau.

In situ, les cytokines sécrétées par les Th17/Th22 (IL-17/IL-22/TNFa) agissent sur les
kératinocytes via les récepteurs exprimés a leur surface. Ces cytokines possédent des actions
synergiques et uniques sur les Kc, qui en réponse produisent de nombreuses cytokines (IL-32,
IL-36), chémokines (CCL20, CCL27) et peptides anti-microbiens (PAM). Ces PAM sont

bactéricides, mais peuvent également amplifier la réponse inflammatoire par leur activité
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chémotactique. L’IL-17 et IL-22 contribuent également directement (IL-22) ou indirectement
(IL-17, IL-20, IL-24) a la réparation tissulaire en induisant la prolifération kératinocytaire.
Une altération de cette voie IL-17/IL-22/PAM peut ainsi conduire a une rupture de

I’homéostasie cutanée et induire une réponse pathologique.

La réponse paradoxale de traitements antibiotiques et d’immunosuppresseur plaide en faveur
d’une réponse immunitaire anormale a la flore commensale cutanée, a I’'image de la maladie
de Crohn qui est une réponse immunitaire anormale a la flore commensale digestive.

Le role majeur des Th17 et des Th22 dans la réponse vis-a-vis de la flore nous a fait émettre
I’hypothése qu’une anomalie de cette voie IL-22/IL-17/PAM pourrait étre impliquée dans la

physiopathologie de I’'HS.

L’objectif général de ce projet est d’explorer les mécanismes de défenses antimicrobiennes de

I’axe IL-17/IL-22 dans I’hidrosadénite suppurée, avec 4 objectifs spécifiques :

1- Caractériser I’infiltrat inflammatoire des lésions cutanées de HS

2- Etudier la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules productrices IL-
17/1IL-22 en réponse a des stimulations spécifiques

3- Etudier la réponse des kératinocytes a des stimuli microbiens

4- Etudier les intéractions entre les kératinocytes et les cellules T
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Résultats

Au cours de ce travail, une cohorte de patients a été constituée, ce qui nous a permis de
travailler sur I’hypothése d’une anomalie de la voie IL-22/IL-17/PAM dans la

physiopathologie de ’'HS.

I- Création d’une cohorte
Au moins 300 patients souffrant d’hidradénite suppurée sont suivis dans le service de
dermatologie de 1’hopital Henri-Mondor. Les patients sont inclus aprés un consentement
éclairé écrit, par un questionnaire et un examen clinique standardisés, avec cotation de la
sévérité de la maladie. Des données anamnestiques (antécédents médicaux, histoire de la
maladie, tabagisme, maladies associées), cliniques (4ge, poids, taille, signes cliniques
typiques et atypiques, EVA de I’importance de I’écoulement de la douleur) ont été recueillies.
Je suis le seul médecin incluant les patients, permettant ainsi une reproductibilit¢ dans la
cotation. 36 patients HS, ayant donné leur accord pour une participation a une recherche sur la
maladie de Verneuil, ont été¢ convoqués au CIC pour inclusion, tandis que 46 patients ont été
inclus lors de leur consultation spécialisée dans le service de dermatologie de 1’hopital Henri-
Mondor. Fin janvier 2015, 82 patients ont été inclus. 75 ml de sang ont été prélevés et sont
conservés a la plateforme, en vue de [I’analyse phénotypique, fonctionnelle et
transcriptomique et 15 ml de sang sont conservés a la DNAthéque. Une large cohorte de
patients est ainsi en cours de création. L.’accord du CCP Ile-de-France a été obtenu. De plus,
une collaboration avec les chirurgiens plasticiens permet 1’obtention de prélévements cutanés
de patients HS et de témoins sains (plastie).
[ére

Les patients ont été inclus lors de leur consultation ou dans le cadre de leur suivi. A ce

jour, 82 patients atteints d’hidradénite suppurée ont été inclus: 62 femmes et 20 hommes
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(sexe ratio : 3,1). L’age moyen a I’inclusion était de 34,4 ans. 14 patients ont été cotés grade
Hurley 1, 42 : grade Hurley II et 26 : grade Hurley III. 60% des patients avaient un tabagisme
actif. L’indice de masse corporelle moyen était de 27,1 Kg/m”. Un patient avait une maladie
de Crohn concomitante a I’HS, et un autre patient une spondylarthrite ankylosante.
Rétrospectivement, 53/82 patients avaient un phénotype classique « axillo-mammaire » LC1
(soit 64,6%), 18/82 un phénotype folliculaire LC2 (22%) et 11/82 (13,4%) un phénotype
« glutéal » LC3. 30/82 patients HS inclus avaient au moins un antécédent familial d’HS (soit
33%). 4 familles ont été incluses (1 pere et ses 2 filles, 1 mére et ses 2 filles, 2 soeurs, 2
fréres).

Dans I’étude immunologique phénotypique et fonctionnelle, I’Age moyen des 18 patients HS
inclus, issus de la cohorte, était de 32,4 ans, 14/18 étaient des femmes (77,8%) et 10/18
(55,6%) fumeurs. L’IMC moyen était de 27,6 Kg/m®. 7/18 (38,9%) patients avaient des
antécédents familiaux d’HS. 4 présentaient un grade de Hurley I, 6 un grade de hurley II et 8
un grade de Hurley III. Les patients de 1’étude in situ ne différaient pas des patients de I’étude

phénotypique.

Dans notre cohorte de 300 patients HS, aucun patient ne présentait également un psoriasis
associé¢, dermatose inflammatoire caractérisée entre autre par une augmentation de
I’expression d’IL-22. Cette constatation a renforcé notre hypothése d’une dérégulation de la

voie [L-17/IL-22/PAM dans ’HS.
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II- Article soumis

a- Résumé de I’article en francais
Un défaut intrinséque des kératinocytes a I’origine de ’inflammation dans I’hidradénite

suppurée.

Introduction

La maladie de Verneuil ou Hidradénite suppurée (HS) est une dermatose inflammatoire
chronique et récidivante se manifestant par des lésions inflammatoires douloureuses et
profondes dont la physiopathologie reste mal connue. Devant I’efficacité des antibiotiques et
des immunosuppresseurs, une réponse immunitaire inappropriée a la flore microbienne
cutanée est un mécanisme physiopathologique potentiel dans I’hidradénite suppurée (HS). Les
lymphocytes Th17 et Th22 produisent de I’'IL-17 et IL-22, cytokines jouent un role majeur
dans la défense antibactérienne cutanée. Ces cellules sont caractérisées par I’expression du
facteur de transcription RORyt et des récepteurs CCR6, CCR4 et CCR10, ce qui permet leur
migration préférentielle vers la peau via la sécrétion de CCL27, chémokine synthétisée par les
kératinocytes (Kc). Les Kc produisent de plus des peptides anti-microbiens (PAM) apres la
stimulation des récepteurs TLR (Toll-like receptor), ou par I'IL-22/IL-17. Les PAM assurent
I'élimination des bactéries et la résolution de l'inflammation, mais sont également des
chémoattractants des TCD4+. Notre hypothése était qu'un défaut de la voie IL-17/22/PAM

soit a I’origine de HS.

Matériel et méthodes

La production de cytokines et 1’expression de facteurs de transcription ont été étudiées en

gRT-PCR, immunohistochimie, cytométrie de flux et technique luminex dans le sang et la
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peau de patients HS (n=9 a 18) et de témoins (TS) (n= 9 a 12). La migration cutanée a été
¢tudiée par systéme transwell. L’expression des PAM produits par les KC en réponse a des
stimulations bactériennes a été étudiée par qRT-PCR. Deux types de KC ont été utilisés, soit
isolés a partir de la peau ou soit a partir de la gaine externe des cheveux. De plus, des KC
isolés soit de patients HS, doit de témoins sains ont été mis en culture avec des lymphocytes T
CD4+ allogéniques issus d’un méme donneur de sang en présence de billes coatés avec un
anti-CD3 et CD-28. A J5, différentes cytokines ont ét¢ dosés dans les surnageants de culture

par technologie Luminex.

Résultats

1-L’infiltrat cutané inflammatoire dans I’HS était caractérisé par une augmentation des
transcrits de I’IFN-y par rapport aux TS (0,4 vs 0,1 unités (UA); p<0,05). Malgré
I’augmentation significative de 1’expression des transcrits IL-17 chez les patients HS par
rapport aux TS, I’étude en immunohistochimie a révélé que les cellules marquées 1L-17+
¢taient des polynucléaires et des mastocytes. Par contre, il n’y avait pas de différence dans
I’expression des transcrits IL.-22 dans la peau des patients HS et TS.

2-Dans le sang des patients HS, une augmentation de la fréquence des cellules T CD4+ IL-
17+ et TCD4+ IL-22+ a été observée par rapport aux TS (2,1% et 1,3% vs 1,2% et 0,5% ;
p<0,05). Ces cellules étaient capables de sécréter de I'IL-17 et IL-22 en réponse a des
produits microbiens.

3-Devant la dichotomie entre le sang et la peau, nous avons émis I’hypothése d’une anomalie
de migration des lymphocytes Th17 dans la peau. Les Th17 des patients HS exprimaient les
facteurs de « homing » CCR4, CCR6 et CCR10 de maniere similaire a ceux des témoins.
L’étude par transwell n’a pas montré de défaut de migration des lymphocytes TCD4+CCR4+

des patients HS en réponse a CCL27 et CCL20.
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4-Dans la peau des patients HS, a été mis en évidence une diminution (i) des transcrits CCL27
par rapport aux peaux issus de témoins sains (0,2 vs 0,8 UA ; p<0,05) (ii) des transcrits de
PAM (PS100A7 et LL-37) par rapport a des peaux inflammatoires (5 vs 235 UA ; p<0,05).

5- Les conséquences du déficit relatif en IL-22 nous a conduit a étudier I’expression des
PAM. Les kératinocytes cutanés des témoins en réponse a des stimulations par Pam2CSK4 et
MDP augmentent la production d’hBD2 et de PS100A7 et PS100AS8, contrairement aux
kératinocytes des patients HS. Ce phénotype particulier des kératinocytes HS est également
retrouvé a partir de kératinocytes isolés de la gaine externe des cheveux.

6-Les interactions entre les kératinocytes de patients HS et de témoins avec des lymphocytes
T CD4+ issus du méme donneur ont été¢ étudiées. Nous avons montré une diminution
significative des concentrations d’IL-17, IL-22 et CCL20 dans les surnageants de co-culture
des kératinocytes de patients HS avec des lymphocytes T CD4+ par rapport a des co-cultures

de témoins avec ces mémes cellules T CD4+.

Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que les kératinocytes isolés a partir des prélévements
cutanés lésionnels de patients HS présentaient un défaut de production de PAM aprés une
stimulation par des produits microbiens (Pam2CSK4 et MDP) par rapport a des kératinocytes
de témoins sains. Une diminution de 1’expression des transcrits de PAM et de CCL27 a été
observée sur des prélévements de peaux totales HS par rapport a des témoins sains. De plus,
les kératinocytes isolés a partir de la gaine externe des cheveux de patients HS ne
permettaient pas de soutenir un phénotype Th17.

Ainsi nos résultats suggerent un cercle vicieux responsable de la perpétuation de
I’inflammation chronique dans I’HS. En effet, le défaut de PAM par les kératinocytes est

probablement a 1’origine d’une surcharge microbienne. Au niveau du follicule pileux cette

96



flore induirait une inflammation qui recrute des lymphocytes T exprimant CCR6+.
Cependant, in situ les kératinocytes HS ne permettent pas de maintenir la production d’IL-17
et IL-22 par les lymphocytes T cutanés. Ce défaut IL-17 et IL-22 contribuerait au défaut de
production de PAM par les kératinocytes. Malgré des fréquences augmentées des cellules T
productrices d’IL-17 et IL-22 dans le sang, ces lymphocytes T ne sont pas suffisamment
recrutés dans la peau, probablement par manque de chémotactisme secondaire au défaut de

PAM et d’expression de CCL27.

Conclusion
Un défaut de production des PAM et de chémokines par les kératinocytes serait a 1’origine

d’un cercle vicieux inflammatoire dans I’HS.
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Abstract

Hidradenitis suppurativa (HS) is a chronic, inflammatory, debilitating, follicular disease of the
skin. Medical treatments, antibiotics and immunosuppressive agents, point to a deregulated
immune response to microflora. We investigated the hypothesis of a dysregulation of the T
helper-17/22-cells/antimicrobial peptides (Th17/Th22/AMPs) axis at the periphery, in skin
lesions and using an in vitro keratinocyte—T-cell culture system.

Among 18 HS patients, we found reduced number of infiltrating CD4" T cells secreting
interleukin-17 (IL-17) and/or IL-22 in HS skin lesions but increased number of functional
CD4" T cells secreting IL-17 or IL-22 in HS patient blood. This discrepancy was not
explained by phenotypic or functional defect in activity of chemokine receptors (C-C
chemokine-receptor-type-4 [CCR4], CCR6 and CCR10) for skin migration. C-C chemokine
ligand 27 and AMPs expression was reduced in skin of HS patients. Moreover, keratinocytes
isolated from HS skin were defective in AMPs production in responding to microbial
products. As well, keratinocytes isolated from HS skin failed to skew CD4" T cells toward the
Th17 phenotype. In HS, defective HS keratinocyte function leads to a vicious circle by

perpetuating inflammation in skin lesion sites.

Key words
Hidradenitis suppurativa, IL-17 and/or IL-22 secreting T cells, antimicrobial peptides,

keratinocytes, chemokines, outer root sheath cells, Pathogen recognition receptor

Abbreviation used
HS, Hidradenitis suppurativa; Th17/22, IL-17 and/or IL-22 secreting T cells; AMPs,

antimicrobial peptides; KC, keratinocytes; ORS, outer root sheath cells; CCR4, C-C
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chemokine-receptor-type-4; TLR, toll-like receptor; IFN-y , interferon-y, TNF-a, tumor
necrosis factor-a; IL, interleukin; PBMC, peripheral blodd monocyte; HD, healthy donor; ID,

inflammatory disorder; hBD, human B-defensin

Key messages
¢ KC isolated from HS skin displayed a defect in AMPs production in response to
microbial products
* ORS derived keratinocytes failed to skew CD4" T cells toward Th17 phenotype in
coculture experiments.
* Based on these results, we surmised a primary defect in keratinocytes biology in the

physiopathology of HS.
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Introduction

Hidradenitis suppurativa (HS) is a chronic, inflammatory, recurrent, debilitating, follicular
disease of the skin that usually presents after puberty. It features painful, deep-seated,
inflamed lesions most commonly in the axillary, inguinal and anogenital regions (1). The
estimated prevalence is 1% to 4% (2)(3). Because HS is a painful and distressing disorder and
is associated with strong feelings of shame, it reduces patients’ quality of life substantially
(4). Therapeutic options are limited. Antibiotics for cutaneous bacterial persistence in affected
skin are successful for some patients (5)(6). However, the use of immunosuppressive agents

has pointed to a role of the immune system (7)(8).

The pathogenesis of HS is still poorly understood and is probably multifactorial. In a small
number of cases, the disease has been linked to chromosome 1p21.1-1g25.3 and mutations of
the y-secretase complex (9)(10)(11). Smoking, obesity and hormonal influences may be
pathogenic factors (12). Globally, HS is considered to result from inappropriate immune

responses to commensal bacterial skin flora (13).

The constant exposure of the skin to the external environment, including resident commensal
microbiota, requires a constant dialog between the epithelium and immune cells to maintain
homeostasis. Keratinocytes (KCs), the epithelial constituents of the epidermis, have
considerable immunological and inflammatory functions, acting together with Langerhans
cells as first-line sentinels that respond to environmental/microbial agents penetrating the
superficial epidermis (14)(15). Keratinocytes can produce and release a great variety of
antimicrobial peptides, thereby building an effective chemical shield against microbes.
Activation of keratinocytes, via toll-like receptors (TLR) or UV light, for example, enhances

the production of antimicrobial peptides (AMPs) and can induce the production and secretion
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of other mediators, including proinflammatory peptides and various cytokines (16). AMPs are
direct antimicrobial compounds (through bacterial-membrane permeabilization) on skin and
mucosal surfaces and also function as opsonins, chemokines and modulators of host-cell
cytokine production (17). Cytokine and chemokine signalling leads to the local recruitment of
macrophages and neutrophils and further increases the anti-microbial protein response. High
levels of AMPs facilitate microbial clearance through their localized concentration,
opsonisation and further signalling (18)(19). Finally, negative feedback regulation by some

AMPs can limit inflammation.

Although some components of AMPs are constitutively expressed, their production by
epithelial cells can be regulated by cytokines of the innate and adaptive immune systems. In
particular, the effector cytokines interleukin 17 (IL-17) and IL-22, which are produced by T
helper 17 cells, are emerging as crucial regulators of AMPs production (20)(14). Th17 cells
are characterized by their capacity to produce IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-26 and tumor
necrosis factor o (TNF-a) and to express the transcriptional factor retinoic acid receptor-
related orphan receptor y (RORyt) and C-C chemokine receptor type 6 (CCR6) (21). Besides
their role in anti-bacterial and anti-mycotic defences, Th17 cells play a key role in regulating
inflammation by recruiting neutrophils at inflammatory sites (22). IL-22 regulates innate
immune responses and controls homeostasis at mucosal sites by targeting non-hematopoitic
cells such as epithelial cells in mucosal tissues and keratinocytes (23)(24). IL-22 production is
confined to Th17 cells; however, recent studies identified a new population of lymphoid cells
producing IL-22 (Th22) characterized by the expression of CCR6, CCR4 and CCRI10
(25)(26). Production of C-C chemokine ligand 27 (CCL27), the CCRI10 ligand, by

keratinocytes leads to Th22 homing into the skin (27)(28). Finally, IL-22, IL-17A and IL-17F
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act synergistically on the production of AMPs such as human -defensin 2 (hBD2), hBD3 and
psoriasin (SI00A7) by human keratinocytes (29).

In this study, we investigated a possible imbalance in the Th17/IL-22 axis in HS, which might
lead to a dysregulated AMPs pathway and perpetual inflammation at sites of infection in skin

lesions.
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Results

Patient characteristics

The mean age of the 18 patients with HS was 32.4 years (range 20-38; 14 were women
(77.8%) and 10 (55.6%) were smokers. The mean body mass index (BMI) was 27.6 Kg m™.
Seven (38.9%) had a family history of HS. Four (22.2%) had Hurley stage I disease, 6
(33.4%) Hurley stage II disease, and 8 (44.4%) Hurley stage III disease (Table 1). Patients

who participated in the molecular analyses did not differ from the whole group (Table 2).

Characterization of T-cell infiltrates in HS skin

We analyzed inflammatory infiltrates in lesional skin biopsies from HS patients (n=9) and
skin samples from healthy controls (n=13). On qRT-PCR, the expression of interferon y (IFN-
v), IL-10 and IL-17 was greater in HS lesions than healthy skin samples, with no difference in
IL-22 expression (Fig. 1A). Immunohistochemistry analysis confirmed these findings (Fig.
1B). Semiquantitative analysis involved classifying the CD4/CD3, CD8/CD3 and FoxP3/CD3
ratio was performed in the dermis (data not shown). T-cell infiltration in HS skin biopsies
mainly represented CD4" T cells. The number of Foxp3" T cells was greater in HS lesions
than healthy skin samples. However, IL-17" cells were prominently polymorphonuclear cells
and mast cells, which point to a relative deficiency of IL-17—producing T cells (Fig. 1B).

To confirm these results, we analyzed T-cell populations by flow cytometry. On FACS
analysis of T lymphocytes after mitogenic stimulation of cells from lesional and non-lesional
healthy skin of 3 HS patients (Fig. 1C), the frequency of IFN-y—producing CD4" T cells was
higher in lesional than non-lesional skin, with no difference in frequency of IL-17— and IL-
22-producing CD4" T cells (Fig. 1D).

Altogether, these results suggest that HS skin lesions are characterized by a reduced number

of infiltrating CD4" T cells secreting interleukin-17 (IL-17) and/or IL-22.
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Numbers of CD4" T cells secreting IL-17 or IL-22 are increased in HS patient blood

To investigate the cytokine profile of circulating T lymphocytes, we performed
multiparametric cytometry analysis of stimulated peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from HS patients (n=18) and healthy donors (n=13) (Fig. S1). Median frequency of
CD4'TL-17A", CD4'TL-17F", and CD4'TL-22" T cells was higher in HS than healthy control
PBMCs (median, (IQR): 2.1 (1.3-3.5%) vs 1.2 (0.5-1.8%); 0.5 (0.3-0.8%) vs 0.2 (0.1-0.3%)
and 1.3 (0.7-1.9%) vs 0.5 (0.3-1.1%), respectively; all P<0.05), with no difference in
frequency of CD4'TFN-y" T cells (Fig. 2A). The frequency of peripheral T regulatory cells
(Tregs), defined as CD4'CD25"¢"CD127"°“FoxP3" lymphocytes (Fig. S2), did not differ

between HS and healthy donor PBMCs (Fig. 2B).

We further measured cytokine production in PBMCs after in vitro stimulation with the
microbial products staphylococcus enterotoxin B (SEB) as a positive control, heat-killed
Candida albicans (CA) and Staphylococcus aureus (SA), known to induce an IL-17/1L-22
immune response, and flagellin (FLA). Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa
express flagellin and are found in HS lesional skin. Production of IFN-y, IL-17 and IL-22 but
not IL-10 in supernatant was higher from HS than healthy donor PBMCs with SEB
stimulation, (all P<0.05) (Fig. 2C). On stimulation of PBMCs with C4, SA4 or FLA, levels of
IFN-y, IL-17 and IL-22 were consistently higher, although not always significantly, from HS
than healthy control PBMCs (Fig. 2C). Levels of IL-1f, IL-6 and IL-10 production did not
differ between the 2 groups (data not shown). Therefore, HS patient PBMCs can produce IL-

17 and IL-22 in response to microbial products.

Normal expression of functional chemokine receptor patterns for skin migration in HS
We hypothesized that migration of CD4" T cells producing IL-17 and IL-22 to lesional skin

of HS patients might be defective. We analyzed the expression of chemokine receptors CCR4
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(the receptor for CCL17 and CCL22), CCR6 (the receptor of CCL20) and CCR10 (the
receptor for CCL27) involved in skin homing in peripheral CD4" T cells. The
CCR4'CCR6'CCRI10 pattern defines Th17 cell subsets and the CCR4"'CCR6'CCR10" pattern
Th22 cell subsets (26)(30). The pattern of T-cell expression of chemokine receptors did not
differ between HS patients and controls (Fig. 3A). Next, we focused on cytokine production
by CCR4"CCR6'CCR10CD4" and CCR4"CCR6'CCR10°'CD4" T cells. Production of IL-17
or IL-22 in the different subsets was not defective. As well, frequency of IL-17—secreting
cells was higher in CCR4"CCR6'CCR10™ T-cell subsets and that of IL-22—secreting cells was
higher in CCR4"CCR6 CCR10" T-cell subsets in HS than control skin, without reaching

significance (Fig. 3B-C).

Next, we investigated the chemotaxis capacity of T cells from HS patients in response to
chemokines. Cell migration towards CCL20, CCL27 and CXCLI12, was monitored by
Transwell assay. We used CCL20 as a CCR6 ligand, CCL27 as a CCR10 ligand and CXCL12
as a positive control. The chemotactic index (proportion of migrated CD4 CCR4" cells in the
lower chamber among CD4 CCR4" cells in the top well) did not differ between HS patients
and controls (Fig. 3D). Therefore, HS patients showed normal expression of chemokine

receptor patterns for skin homing and these chemokine receptors were functional.

Expression of CCL27 and AMPs is reduced in HS patient skin in the chronic phase of
disease

To understand why Th17 and Th22 cells are not recruited to HS skin lesions, we investigated
the cutaneous mRNA expression of CCL20 and CCL27 chemokines and AMPs. In addition to
functioning as direct antimicrobial compounds, AMPs can function as chemokines. CCL20

expression was significantly higher in HS skin and skin lesions from patients with
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inflammatory disease (ID) than healthy controls (0.39 and 0.23 vs 0.03 arbitrary units [AU];
P<0.05) (Fig. 4A). In contrast, CCL27 expression was significantly lower in HS lesions than
healthy skin and ID lesions (0.26 vs 0.76 and 1.48 AU; P<0.05). Moreover, psoriasin
(S100A7) and LL37 mRNA levels were significantly lower in HS than ID skin lesions (3.75
and 1.13 AU for HS vs 234.38 and 13.00 AU for inflammatory skin, respectively; P<0.05)

(Fig. 2B).

Keratinocytes isolated from HS skin are defective in AMP production in response to
microbial products

To decipher the role of keratinocytes in the defective AMP and CCL27 production observed
in HS, long-term—cultured keratinocytes from skin biopsies from 5 healthy individuals and 3
HS patients were amplified and stimulated for 6 hours with selected agonists targeting Toll-
like receptor 2 (TLR2; Pam2CSK4) (Fig. 5A), TLR2/TLR6 (muramyl dipeptide; MDP) (Fig.
5B) and Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2 (NOD-2) pathways.
On gRT-PCR, CCL27 mRNA was not expressed in non-stimulated keratinocytes and
stimulation with PRR agonists failed to enhance CCL27mRNA in keratinocytes from healthy
donors (data not shown). Epidermal CCL27 is strongly dependent on keratinocytes
differentiation (31) and proliferative keratinocytes were used to perform these experiments.
As previously described, human-B-defensin-1 (hBD-1) was constitutively expressed by
keratinocytes from healthy controls and HS patients, with no difference in mRNA expression
between groups under stimulation (1.36 = 0.19 vs 1.39 + 0.44 AU; P=NS under Pam2CSK4
conditions and 1.13 £ 0.11 vs 0.88 £ 0.15 AU under MDP conditions; P=NS). hBD-3
expression was increased under Pam2CSK4 and MDP conditions in healthy controls (fold of
induction vs no stimulation 1.74 £ 0.77) but not HS patients. Finally, Pam2CSK4 and MDP
increased hBD-2 gene expression up to 17- and 120-fold, respectively, in keratinocytes from

healthy donors, whereas these responses were deficient in HS (P<0.05 for both conditions).
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Similarly, the expression of S100A7 (psoriasin) was increased 4- and 6-fold under
Pam2CSK4 and MDP conditions, respectively, in healthy controls, with no changes in
keratinocytes from HS patients (P<0.05 for both comparisons). Therefore, keratinocytes from

HS show defective AMP production in response to microbial stimulation.

Keratinocytes from HS patients do not skew CD4" T cells toward CD4'TL-177/1L-22" T-
cell phenotype

Interactions between keratinocytes and T cells are important to maintain immune homeostasis
in the skin. Because we observed keratinocytes defect in AMPs production, we investigated if
the cross-talk between HS keratinocytes and T cells was also altered. For this purpose, we
have optimized a protocol to isolate keratinocytes from outer root sheath cells (ORS) of the
hair follicle. We cocultured primary ORS derived keratinocytes and T cells to investigate their
interactions. ORS derived keratinocytes from HS patients (n=4) or healthy donors (n=5) were
cultured with allogenic anti-CD3/anti-CD28 bead-activated CD4" T cells for 5 days (Fig. 6A).
Same batch of allogenic CD4" T cells was used for all co-culture experiment. The production
of IL-17, IL-22 and CCL20 was lower with co-culture of HS than healthy donor keratinocytes
(all P<0.05) (Fig. 6B). Of note, IFN-y, IL-10, and CCL17 production did not differ between

cocultures. Therefore, HS keratinocytes did not skew CD4" T cells to a Th17 phenotype.
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Discussion

We investigated whether regulation of the Th17/Th22/AMPs axis might be defective in HS
and lead to perpetual inflammation at sites of infection in skin lesions. We found reduced
Th17/Th22-cell frequency and AMPs expression in lesional skin of HS patients that was
associated with severe functional defect in keratinocytes. Strikingly, these defects were
observed in patients with chronic disease and local inflammation. This inflammatory status
was also associated with high response of peripheral Th17/Th22 cells to different microbial
products. These results confirm previous data showing Th22 deficiency in HS skin lesions
and extend this functional deficiency to Th17 cells. The protective role of Th17/Th22 cells
with extracellular bacteria or fungal infection has been reported in different experimental
models and in human pathology (32)(33)(34). The induction of Th17 cells in the lamina
propria has been shown to provide protection against Citrobacter infection by regulating
REGIIly production (35) suggesting that others cellular sources of IL-17 is not sufficient to
induce this protection. In line with these results, we believe that neutrophils and mastocytes

that produce IL-17 are not sufficient to control infection observed in HS patients.

Moreover, we show that this discrepancy between blood and skin T cell cytokine profiles is
limited to Th17/Th22 cells because IFN-y responses to microbial products were not affected
in blood and skin. Defective key Th17/Th22 cells may play a unique role in mucosal immune
defence and, potentially, homeostasis in HS physiopathology. Thus, the balance between the
Thl and Th17/Th22 response to microbial products in HS skin is tipped in favour of
inflammatory responses and a lack of anti-inflammatory and bacterial defences. This profile
was not explained by a lack of migratory capacities of these cells expressing skin-homing

CCR4'CCR6'CCR10" functional receptors.
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Recently, innate lymphoid cells (ILCs) have emerged as key players in the pathogenesis of
multiple inflammatory skin disorders. ILC-3 and LTi (lymphoid tissue inducer) population
has been described as IL-17 and IL-22 producing cells. We investigated ILC populations
isolated from skin biopsies from HS patients and healthy controls. We observed that the
frequency of ILC-3 and LTi cells varied among HS patients (data not shown). That of ILC-3
and LTi was higher but not significantly in HS than healthy control skin. In contrast to a
potential role for skin ILC3s in the pathogenesis of psoriasis, these results suggested that ILC-

3 are not involved in the HS pathogenesis.

This local defect in the Th17/Th22/AMP axis may also help illuminate the role played by the
cross-talk between specific T-cell subsets and keratinocytes in HS disease. Several studies
have shown that Th17/Th22—-derived cytokines contribute to enhancing the repair of the
injured epidermis by inducing the proliferation of keratinocytes (36). In addition, Th17/Th22
cells signal back to keratinocytes to affect their barrier function and induce production of
various cytokines, chemokines and AMPs (29). Our results may significantly contribute to
understanding the results from previous studies showing impaired induction of AMPs
expression in the skin of HS patients (37)(38)(39). However, one level of complexity is
represented by the several cellular sources of AMPs described in the skin, including
keratinocytes, mast cells, neutrophils, sebocytes and eccrine epithelial cells (19). Therefore, to
better decipher the precise role of keratinocytes, we cultured keratinocytes from HS patients
and controls. Upregulated hBD-2, SI00A7 and LL37 levels by stimulated keratinocytes were
lower or absent from HS patients than healthy donors. This production remained low despite

presence of skin inflammation.

110



In healthy individuals, cathelicidins and B-defensins are typically expressed at low levels in
non-inflamed skin, but their expression is rapidly increased with injury, inflammation or
infection with S. aureus, for example (19). Common human skin disorders such as atopic
dermatitis, rosacea and psoriasis have been linked only in part to the abnormal production
of AMPs (40). Nevertheless, these defects seem to be due to abnormalities in the specific
systems that regulate both transcription and post-translational processing and whether this
is the direct or indirect cause of the pathology in unclear. In HS patients, because of the
reduced ability of KCs to produce AMPs, these cells are particularly vulnerable in the
pathophysiologic process. This process seems particularly important in hair follicles
(HFs), which in addition to being the primary body structures involved in HS, are the
main portals for skin entry of bacteria. Moreover, defective AMPs production in atopic
dermatitis has been linked to a higher propensity for S. aureus colonization, known to play
important roles in the exacerbation of local infections. Our results suggest that a combined
local defect in AMPs and key effectors in anti-inflammatory and defense responses might
favor a dysbiosis of skin-resident microbes contributing to perpetual skin inflammation in HS

lesions (41)(42).

Another specific feature in HS patients is the decreased expression at local sites of CCL27, a
chemokine exclusively produced by keratinocytes to attract CCR10-expressing T
lymphocytes to the skin. The regulation of CCL27 expression is complex and regulated
during skin development and keratinocytes differentiation. This relative defect contrasts
with local chronic inflammation because this chemokine is finely regulated by TNF-a and
IL-1p (43)(44). However, the induction of CCL27 by TNF-a could be suppressed by IFN-y
via a pathway depending on Janus kinase (45). Thus, the bias toward increased expression of

IFN-y in lesions may also contribute to lowered CCL27 responses in HS skin lesions.
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Finally, we investigated direct interactions between ORS derived keratinocytes isolated from
HS and healthy donors in coculture experiments with T cells from one healthy donor. To even
the heterogeneity between T-cell donors, we used cells from the same blood donor. In a recent
study, such a coculture system allowed for showing that keratinocytes skewed the normal
CD4" T-cell population toward a IL-17"CCR6 RORyt" phenotype (46). Here, as compared
with keratinocytes from healthy donors, keratinocytes from HS patients could not drive CD4"
T cells toward a Th17 phenotype, which points to the functional defect of these cells in HS
disease. Further experiments are needed to explore the molecular mechanism behind this
defect. Notch signaling enhances IL-22 production by CD4" T cells by a mechanism
involving AhR stimulation. In addition, forced expression of the Notch target gene Hesl
greatly enhanced the IL-22-mediated transcription dependent on signal transducer and
activator of transcription-3 (STAT-3) in human intestinal epithelial cells, thus inducing the
expression of genes encoding antimicrobial peptides (47). Because genetic studies have
highlighted the role of mutations in genes from the Notch pathway in some HS patients
(10)(11), deficiency in Notch signalling may be involved in the defect we observed in
keratinocytes from HS. Our preliminary results from exome and blood transcriptomic
analyses of a large cohort of HS patients identified this pathway, beyond the already

published pattern of mutation, in a larger number of patients (personal data).

In conclusion, using a unique approach investigating both the blood and skin of patients and
keratinocyte—T-cell interactions, we provide new insights in understanding HS, a unique but
not rare disease with medical and strong social consequences. An intrinsic defect of AMPs
production by HS keratinocytes, exacerbated by dysregulated inflammatory cytokines (IL-17,

IL-22), may be due to a vicious circle that enhances chronic inflammation in HS skin. The
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defective AMPs production allows for overgrowth of bacteria leading to inflammation. As
well, HS keratinocytes failed to skew CD4" T cells towards a Th17 phenotype, thus
contributing to the defective AMPs production observed during the chronic state. Genetics,
smoking and obesity play a role in HS. AMPs expression could be influenced by dietary
vitamin D or vitamin D generated by exposure of the skin to sunlight (48). Therefore, the
nutritional environment may be a source of important signals controling AMPs expression.
Future work is needed to unravel the complex regulatory networks that control AMPs
expression for developing new therapeutic strategies to enhance endogenous AMPs

production in HS.
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Methods

Blood and tissue samples

Blood samples were collected from 18 HS patients at the dermatology department of Henri
Mondor Hospital. Whole blood was collected from 18 healthy donors at the Regional Blood
Transfusion Centre, Creteil, France. Skin samples were collected from HS patients who
underwent surgery to unroof lesions and from healthy patients after abdominoplasty or
mammoplasty. In addition, skin samples were collected from 2 patients with psoriasis, 1
patient with erythroderma and 1 patient with rash caused by virus for samples of
“inflammatory disease”. Skin tissue samples were snap-frozen in liquid nitrogen immediately

after excision and stored at -80°C.

Cell staining and flow cytometry of cytokine production

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were separated by a Ficoll-Hypaque gradient
from whole blood, following standard protocols. Characterization of skin T cells was as
described (49). Biopsies taken from macroscopically visible lesions (lesional) and at about 5
cm from the lesion (non-lesional) were digested for 1 hr at 37° C in 55 mg/ml Liberase TL
(Roche Diagnostics, Meylan, France) in the presence of 5 mg/ml DNAse I (Stemcells
Technologies, Grenoble, France). After physical disruption, obtained by passing the
undigested tissues several times over a 20-ml syringe, the cell suspension was sieved through
a 40-pum cell strainer. Isolated cells were collected by centrifugation for 10 min at 1400 rpm
and resuspended in RPMI (Invitrogen) with 10% fetal calf serum (FCS). For extracellular and
intracellular staining, tissue samples were incubated with the antibodies Alexa Fluor700-
conjugated anti-CD3, PacificBlue- or phycoerythrin (PE)-CF594—conjugated anti-CD4, APC-
H7—conjugated anti-CDS8, PE-Cy7—conjugated anti-interferon-y (anti-IFN-y), PerCP-Cy5.5—

conjugated anti-CD127 monoclonal antibody, PE-Cy7—-conjugated anti-CD25, Alexa
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Fluor647-conjugated anti-CCR4, PE-Cy7—conjugated anti-CCR6 (all BD Biosciences, Paris,
France); FITC-conjugated anti-FoxP3, Alexa Fluor647-conjugated anti-IL-17F, PE- or
PerCP-eFluor 710-conjugated anti-IL-22, FITC-conjugated anti—IL-17A (all eBioscience,
Paris, France); or PE-conjugated anti-CCR10 (R&D Systems, Minneapolis, MN) as
previously described (50).

For intracellular cytokine staining, cells were stimulated for 5 hr with phorbol myristate
acetate (PMA) (100 ng/ml) and ionomycin (1 pg/ml) with brefeldin A (10 pg/ml). Flow
cytometry involved use of the BD LSRII Flow Cytometer (BD Biosciences) and data were

analyzed by use of FlowJo (Tree Star, San Carlos, CA).

Cytokine secretion after microbial stimulation by multiplex technologies

PBMCs at 5x10° were cultivated in serum-free medium (AIM-V) and stimulated for 2 days
with 100 ng/ml staphylococcal enterotoxin B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 10° cells/ml
heat-killed Candida albicans (InvivoGen, San Diego, CA), 10° cells/ml heat-killed
Staphylococcus aureus (Invivogen) or 100 ng/ml flagellin purified from Salmonella
typhimurium (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cytokines (IL-22, IL-17A, IFN-y, IL-6, IL-1B and
IL-10) were measured in supernatant by use of IL-22 ELISA (Quantikine; R&D Systems) or

luminex assay (Milliplex; Millipore).

Keratinocyte culture and stimulation

Skin specimens were rinsed for 1 hr in phosphate buffered saline (PBS) containing 20 pg/ml
gentamicin and 0.5 ng/ml amphotericin B (Invitrogen, Carlsbas, CA)), then cut into in narrow
strips and treated with PBS containing 0.5% dispase II and 5 pg/ml gentamicin (Invitrogen)
for 16 hr at 4 °C to separate epidermis from dermis. The epidermis was placed in Tryple
Express Reagent (Invitrogen) and incubated at 37 °C for 45 min with gentle agitation. After

the addition of Defined Trypsin Inhibitor (Invitrogen), the solution was vigorously pipetted
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and the cell suspension was passed through a 70-pum cell strainer. Keratinocytes were
collected by centrifugation for 10 min at 950 rpm, resuspended in Defined Keratinocyte-SFM
Medium (Invitrogen), counted and seeded at 4 x10* live cells/cm®. Complete medium was
changed every other day and cells were split at about 70% confluency to avoid cell death and
differentiation.

Passage 2 to 5 keratinocytes were seeded in 48-well plates, grown to 100% confluency and
stimulated for 6 hr with 10 pg/ml muramyl dipeptide (MDP) (InvivoGen, San Diego, CA) or
Pam2CSK4 at 50 ng/ml (InvivoGen, San Diego, CA).

ORS cells were isolated following the protocol described by Aasen and Belmonte (51) with
minor modifications. Briefly, hairs in anagen growth phase were plucked from occipital and
temporal region of each donor by forceps and stored in Defined Keratinocyte-SFM (DKSFM)
Medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) containing 5 p/ml Gentamicin (Invitrogen) until
processing. The root portion (= Smm), containing hair follicle and the bulge region, was cut
and incubated in 1U/ml Dispase (Stemcell Technologies, Grenoble, France) for 5 minutes at
room temperature. Each root was placed in a 18-mm well, coated with Matrigel (BD
Bioscience, Le Pont de Claix, France), with 150 pl DMEM + 15% FBS (Invitrogen) and
incubated at 37 C under 5% CO2. For the first 4/5 days medium was renewed each day.
When outgrowth of typical epithelial keratinocytes was observed, the medium have been
switched to complete DKSFM (Invitrogen). Cells have been further expanded in DKSFM.
Passage (P) 2 to P4 cells have been used for experiments.

2x10* keratinocytes were stimulated with TNF- ¢ (30 ng/ml) for 18 hours. Then, KC cultures

were extensively washed with PBS before setting up co-cultures in order to minimize
carryover of growth factors. 1 x 10° T-cells were stimulated with 2x10* anti-CD3/CD28 mAb
coated microbeads (Dynal Biotech). Medium was refreshed at day 3 of co-culture. For

determination of cytokine or chemokine concentration by Luminex, culture supernatants were

116



taken at day 5 and the concentrations of IL-17, IL-22, CCL20, IFN-y, IL-10 and CXCL17

(Millipore, Billerica, MA, USA) were determined, according to manufacturer's instructions.

RNA extraction and quantitative RT-PCR (qPCR)

Total mRNA from cells and biopsies was extracted with use of the Qiagen RNeasy Mini-kit
(Qiagen, Courtabouef, France). cDNA was synthesized by using the affinityScript gPCR
cDNA synthesis kit (Agilent Technologies, Courtabouef, France) and real-time PCR of cDNA
samples involved custom-made primer sets with the Brilliant II SYBR green QPCR master
mix (Agilent Technologies). The primer sequences are in Supplementary Table 1. Expression
of the gene S14 or OAZ-1 was used as a reference and the relative quantity of the transcripts

was calculated with the AACt method.

Immunohistochemistry

Paraffin-embedded tissue samples 3 mm thick were placed on Superfrost-plus slides (CML,
Angers, France) and incubated with the antibodies goat anti-human IL-17 antibody (R&D
Systems; 1:100 dilution), mouse anti-human FoxP3 (Abcam), rat anti-human CD3 (AbD
Serotec) (both 1:50), mouse anti-human CD4 (Novocastra) (1:400) or mouse anti-human CD8
(Dako) (1:200), then biotinylated secondary antibody and alkaline phosphatase—conjugated
avidin with the Vectastain ABC—AP kit (Vector, Burlingame). Sections were developed in
naphtol-fast red (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) and counterstained with
hematoxylin. Controls were sections of healthy skin from mammoplasty.

The density of dermal T-cell lymphocytic infiltrates was classified as +, scattered
lymphocytes; ++, clusters of lymphocytes; and +++, dense and diffuse infiltration, according
to CD3 staining. Epidermal and dermal lymphocytic infiltrates were analyzed separately. In

the epidermis, the number of CD3", CD4", CDS8", FoxP3", and IL-17" cells was counted in the
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total epidermal length. In the dermis, semiquantitative analysis involved classifying the
CD4/CD3, CD8/CD3 and FoxP3/CD3 ratios as 1 (0-25%), 2 (25-50%), 3 (50-75%), and 4

(75-100%).

Chemotaxis assays

CD3'CD45°CD4"CCR4" cells were isolated by use of a MoFlo Legacy cell sorter (Beckman
Coulter, Marseille, France). Chemotactic responses of CD3"CD45'CD4 ' CCR4" T cells were
investigated in 24-well Transwell plates (Costar, Fisher Bioblock, France) with 5-um—pore-
size polycarbonate filters. Cells at 1x10* were added to the top chamber in RPMI 1640 + 10%
FBS, and 600 pl of the same medium containing 100 ng/mL CXCL12, 200 ng/mL CCL20 or
500 ng/mL CCL27 was added to the lower chamber for 2.5 hr at 37 °C, then cells from the
bottom chambers were harvested and mixed with the Flow-Count Fluorospheres (Beckman
Coulter) to determine absolute number by use of the FC500 (Beckman Coulter) flow
cytometer. Results are expressed as percentage of migrated CD4 CCR4" cells (in the lower

chamber) to CD4 CCR4" cells added to the top well.
Statistics
Comparisons between HS and healthy donors groups involved the Mann—Whitney U test.

Data were analyzed with GraphPad Prism Version 5.0a (GraphPad Software, La Jolla,

California, USA). Statistical significance was defined as p < 0.05.

Figures
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Figure legends

Figure 1: Expression of cytokines and transcription factors in skin of patients with
hidradenitis suppurativa (HS).

qRT-PCR analysis of mRNA expression of interferon-y IFN-y, interleukin (IL)-10,-17 and -
22 in the skin of HS patients (n=9) and healthy donors (HDs) (n=13). Each point represents
one patient; horizontal lines are medians (A). Representative picture of immunohistochemical
analysis of CD3, CD4 and IL-17 staining in skin biopsies from HS patients (B).
Representative intracellular staining for y IFN-y, IL-17A and IL-22 in CD4" T cells in lesional
and non-lesional skin in one HS patient (C). Frequency of IL-17A", IL-22" and IFN-y" cells
among CD4" T cells in non-lesional and lesional HS skin (n=3) (D). * P<0.05 and ** P<0.005

and (Mann Whitney test). AU, arbitrary unit

Figure 2: Increased IL-17 and IL-22 production and secretion with stimulation in blood
of HS patients.

Frequency of IFN-y", IL-22", IL-17A" and IL-17F" among CD4" T cells in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from HS patients (n=18) and HDs (n=13) (A). Frequency of
CD4'CD25"€"FoxP3"e"CD127"" T regulatory cells in PBMCs from HS patients (n=15) and
HDs (n=10) (B). Each point represents one patient, horizontal lines are medians. Secretion of
IFN-y, IL-17, IL-22 and IL-10 by PBMCs from HS patients (n=13, black bar) and HDs (n=8,
white bar) after enterotoxin B staphylococcal (SEB), Candida albicans (CA), Staphylococcus
aureus (SA) or flagelline (FLA) stimulation (C). Data are mean+SD for at least 8 patients per

group. * P<0.05 and ** P<0.005 (Mann Whitney test).
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Figure 3: Skin-homing CCR6'CCR10°CD4" T cells show increased frequency of IL-17—
or IL-22-secreting cells in HS patients.

Expression of CCR4 and CCR6 and/or CCR10 on gated CD4" T cells in HS patients (n=8)
and HDs (n=10) (A). Boolean gating analysis showing each possible combination of
production of TL-22 and IL-17 by CD4" T-cell subsets sorted by expression of CCR6 and
CCR10 (B). Proportion of IL-22 and IL-17 among CD4" T-cell subsets sorted by expression
of CCR6 and CCR10 (C). Transwell assay of migration of CD3'CD4 CCR4" toward
CXCL12, CCL20 and CCL27 chemokines in HS patients (n=6) and HDs (n=5). Results are
expressed as a chemotactic index (D). Each point represents one patient, horizontal lines are

medians.

Figure 4: Decreased CCL27 and AMPs mRNA expression in skin of HS patients.

gRT-PCR analysis of mRNA expression of chemokines (CCL20 and CCL27) (A) and
expression of AMPs (SI00A7 and LL-37) (B) in skin from HDs (n=9), HS patients (n=8) and
patients with inflammatory disease (ID) (n=4). * P<0.05, ** P<0.005 and *** P<0.0005

(Mann Whitney test). Each point represents one patient, horizontal lines are medians.

Figure 5: Deficient production of the host defense peptides ZBD-2 and S10047 in
response to Toll-like receptor 2 (TLR-2) and Nucleotide-binding oligomerization
domain-containing protein (NOD-2) stimulation in keratinocytes isolated from skin of
HS patients.

qRT-PCR analysis of fold change in mRNA expression of 2BD-1, 2, 3 and S100A7 after 6-hr
stimulation with TLR-2 (A) and NOD-2 (B) in keratinocytes from HDs (n=5) and HS patients

(n=3). Data are mean+SD. * p<0.05 (Mann Whitney test).
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Figure 6: Decrease in Th17/Th22 production of chemokine and cytokines on co-culture
with outer root sheath (ORS) derived keratinocytes from HS patients.

Anti-CD3/CD28 microbead-activated CD4" T cells were cultured with tumor necrosis factor
a (TNF-a)—pre-stimulated ORS. Luminex assay of cytokine and chemokine concentrations in
supernatants collected at day 5. Blood CD4" T cells were isolated from the same healthy
donor (A). Secretion of cytokines (IL-17, IL-22, IFN-y, IL-10) and chemokines (CCL20,
CCL17) in supernatants of CD4" T cells and ORS derived keratinocytes from HD co-cultures
(n=4) compared to supernatants of CD4" T cells and ORS derived keratinocytes from HS co-
cultures (n=3). (B). * P<0.05 (Mann Whitney test). Each point represents one patient,

horizontal lines are medians.

Supplementary Figure 1
Representative intracellular IFN-y, IL-17A, IL-17F and IL-22 staining in CD4" T cells (A).

Representative gating strategy for T regulatory cells (Tregs) (B).

Supplementary Figure 2

Representative gating strategy for Boolean analysis.
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Tables

Table 1: Hidradenitis suppurativa patients (blood)

Patient Sex Age (y) Smoking BMI (Kg m™) Family history Hurley stage
1 F 38 no 38 no I
2 M 42 yes 20.3 no III
3 M 30 no 35.8 yes I
4 F 43 yes 26.7 no I

5 F 32 no 33.5 yes I
6 F 14 no 26 no 111
7 F 47 yes 24.8 no 11
8 F 43 yes 354 no 11
9 F 21 yes 24.8 no I
10 F 47 no 24.6 no I
11 F 27 yes 26 no II
12 F 22 no 23.8 yes III
13 M 50 yes 254 yes I
14 F 23 no 20 yes II
15 F 19 yes 34 no I
16 F 44 yes 24.5 yes 1I
17 M 22 yes 26 no 111
18 F 20 no 27.5 yes II

F, female ; M, male ; y, years
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Table 2: Hidradenitis suppurativa and inflammatory disease patients (skin)

Patient Sex Age (y) Skin sample region Hurley score
HS1 F 48 Inguinal III

HS2 M 25 Axillary 11

HS3 F 20 Axillary 11

HS4 F 31 Anogenital III

HS5 M 40 Neck 111

HS6 F 46 Anogenital II

HS7 F 26 Axillary 11

HSS8 F 36 Inguinal II

HS9 F 29 Anogenital II

Patient Sex Age (y) Skin sample region Disease

ID1 M 22 Abdominal Psoriasis

ID2 F 35 Back Erythroderma
ID3 M 76 Thigh Erythroderma
ID4 F 46 Chest Psoriasis

F, female ; M, male ; y, year
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Supplementary table 1

Primer FwW RV

IFN-y CTGTTACTGCCAGGACCCAT TCCGCTACATCTGAATGACCTG
IL-17 TGGAATCTCCACCGCAATGAGGAC AGCGTTGATGCAGCCCAAGTGG
IL-22 AGTTCTGAACAGCTGCACCCACTTC GGGCATCACCTCCTCCAGGTAA
IL-10 AGTCTGAGAACAGCTGCACCCACTTC | GGGCATCACCTCCTCCAGGTAA
CD3 GGTACTGGCTACCCTTCTCTCGCA CTTGTAATGTCTGAGAGCAGTGTTCCCAC
RoRyt GTCCCGAGATGCTGTCAAGT GACCACTGGTTCCTGTTGCT
Foxp3 TCCACAACATGCGACCCCCTTTCA ACAGCCCCCTTCTCGCTCTCCA
Tbet CCAACAATGTGACCAGATG ATCTCCCCCAAGGAATTGAC
CCL20 CTAAATTTATTGTGGGCTTCA TTCTTTGTGTGAAAGATGATAG
CCL27 CTACAGCAGCATTCCTAC AGTAGCTTGTCTGAGAGT
PS100A7 CTTAGTGCCTGTGACAAA ATCTTCTTATCCTCATTCTTGT
LL37 ATCAGTTGTGATAAGGATAACAA TGCCAATCTTCTCTTTAGATTT
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before inclusion in the study.

Acknowledgments

We thank the study volunteers for their willingness to participate in this research project. We
are grateful to Nadine Martin in the pathology department, Henri Mondor Hospital, for
technical assistance with immunohistochemistry, Aurélie Wiedemann from the
immunomonitoring platform, VRI, for technical assistance with flow cytometry and the

technicians from the immunology laboratory, Henri Mondor hospital with chemotaxis assay.

Conflict of interest: The authors declare no conflicts of interest.

129



References

1. Jemec GBE. Clinical practice. Hidradenitis suppurativa. N. Engl. J. Med. 2012 Jan
12;366(2):158-64.

2. Revuz JE, Canoui-Poitrine F, Wolkenstein P, Viallette C, Gabison G, Pouget F, et al. Prevalence
and factors associated with hidradenitis suppurativa: results from two case-control studies. J. Am.
Acad. Dermatol. 2008 Oct;59(4):596-601.

3. Vinding GR, Miller IM, Zarchi K, Ibler KS, Ellervik C, Jemec GBE. The prevalence of inverse
recurrent suppuration: a population-based study of possible hidradenitis suppurativa. Br. J.
Dermatol. 2014 Apr;170(4):884-9.

4, Wolkenstein P, Loundou A, Barrau K, Auquier P, Revuz J. Quality of life impairment in
hidradenitis suppurativa: a study of 61 cases. J. Am. Acad. Dermatol. 2007 Apr;56(4):621-3.

5. Gener G, Canoui-Poitrine F, Revuz JE, Faye O, Poli F, Gabison G, et al. Combination therapy
with clindamycin and rifampicin for hidradenitis suppurativa: a series of 116 consecutive patients.
Dermatology (Basel). 2009;219(2):148-54.

6. Van der Zee HH, Boer J, Prens EP, Jemec GBE. The effect of combined treatment with oral
clindamycin and oral rifampicin in patients with hidradenitis suppurativa. Dermatology (Basel).
2009;219(2):143-7.

7. Kimball AB, Kerdel F, Adams D, Mrowietz U, Gelfand JM, Gniadecki R, et al. Adalimumab for
the treatment of moderate to severe Hidradenitis suppurativa: a parallel randomized trial. Ann.
Intern. Med. 2012 Dec 18;157(12):846-55.

8. Grant A, Gonzalez T, Montgomery MO, Cardenas V, Kerdel FA. Infliximab therapy for patients
with moderate to severe hidradenitis suppurativa: a randomized, double-blind, placebo-controlled
crossover trial. J. Am. Acad. Dermatol. 2010 Feb;62(2):205-17.

9. Gao M, Wang P-G, Cui Y, Yang S, Zhang Y-H, Lin D, et al. Inversa Acne (Hidradenitis
Suppurativa): A Case Report and Identification of the Locus at Chromosome 1p21.1-1g25.3. Journal
of Investigative Dermatology. 2006;126(6):1302-6.

10. Wang B, Yang W, Wen W, Sun J, Su B, Liu B, et al. y-Secretase Gene Mutations in Familial
Acne Inversa. Science. 2010 Nov 19;330(6007):1065—-1065.

11. Pink AE, Simpson MA, Brice GW, Smith CH, Desai N, Mortimer PS, et al. PSENEN and NCSTN
mutations in familial hidradenitis suppurativa (Acne Inversa). J. Invest. Dermatol. 2011
Jul;131(7):1568-70.

12. Canoui-Poitrine F, Revuz JE, Wolkenstein P, Viallette C, Gabison G, Pouget F, et al. Clinical
characteristics of a series of 302 French patients with hidradenitis suppurativa, with an analysis of
factors associated with disease severity. J. Am. Acad. Dermatol. 2009 Jul;61(1):51-7.

13. Melnik BC, Plewig G. Impaired Notch-MKP-1 signalling in hidradenitis suppurativa: an
approach to pathogenesis by evidence from translational biology. Exp. Dermatol. 2013

Mar;22(3):172-7.

14. Nestle FO, Di Meglio P, Qin J-Z, Nickoloff BJ. Skin immune sentinels in health and disease.
Nat. Rev. Immunol. 2009 Oct;9(10):679-91.

130



15. Di Meglio P, Perera GK, Nestle FO. The multitasking organ: recent insights into skin immune
function. Immunity. 2011 Dec 23;35(6):857—69.

16. Feldmeyer L, Werner S, French LE, Beer H-D. Interleukin-1, inflammasomes and the skin. Eur.
J. Cell Biol. 2010 Sep;89(9):638—44.

17. Harder J, Bartels J, Christophers E, Schroder JM. A peptide antibiotic from human skin.
Nature. 1997 Jun 26;387(6636):861.

18. Kagan BL, Selsted ME, Ganz T, Lehrer RI. Antimicrobial defensin peptides form voltage-
dependent ion-permeable channels in planar lipid bilayer membranes. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
1990 Jan;87(1):210-4.

19. Nakatsuji T, Gallo RL. Antimicrobial Peptides: Old Molecules with New Ideas. Journal of
Investigative Dermatology. 2012;132:887-95.

20. Weaver CT, Hatton RD, Mangan PR, Harrington LE. IL-17 family cytokines and the expanding
diversity of effector T cell lineages. Annu. Rev. Immunol. 2007;25:821-52.

21. Acosta-Rodriguez EV, Rivino L, Geginat J, Jarrossay D, Gattorno M, Lanzavecchia A, et al.
Surface phenotype and antigenic specificity of human interleukin 17-producing T helper memory
cells. Nat. Immunol. 2007 Jun;8(6):639-46.

22. Moseley TA, Haudenschild DR, Rose L, Reddi AH. Interleukin-17 family and IL-17 receptors.
Cytokine Growth Factor Rev. 2003 Apr;14(2):155-74.

23. Sonnenberg GF, Fouser LA, Artis D. Border patrol: regulation of immunity, inflammation and
tissue homeostasis at barrier surfaces by IL-22. Nat. Immunol. 2011 May;12(5):383-90.

24, Wolk K, Witte E, Wallace E, Docke W-D, Kunz S, Asadullah K, et al. IL-22 regulates the
expression of genes responsible for antimicrobial defense, cellular differentiation, and mobility in
keratinocytes: a potential role in psoriasis. Eur. J. Immunol. 2006 May;36(5):1309-23.

25. Trifari S, Kaplan CD, Tran EH, Crellin NK, Spits H. Identification of a human helper T cell
population that has abundant production of interleukin 22 and is distinct from T(H)-17, T(H)1 and
T(H)2 cells. Nat. Immunol. 2009 Aug;10(8):864-71.

26. Duhen T, Geiger R, Jarrossay D, Lanzavecchia A, Sallusto F. Production of interleukin 22 but
not interleukin 17 by a subset of human skin-homing memory T cells. Nat. Immunol. 2009
Aug;10(8):857-63.

27. Morales J, Homey B, Vicari AP, Hudak S, Oldham E, Hedrick J, et al. CTACK, a skin-associated
chemokine that preferentially attracts skin-homing memory T cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1999
Dec 7;96(25):14470-5.

28. Homey B, Alenius H, Miiller A, Soto H, Bowman EP, Yuan W, et al. CCL27-CCR10 interactions
regulate T cell-mediated skin inflammation. Nat. Med. 2002 Feb;8(2):157-65.

29. Liang SC, Tan X-Y, Luxenberg DP, Karim R, Dunussi-Joannopoulos K, Collins M, et al.

Interleukin (IL)-22 and IL-17 are coexpressed by Th17 cells and cooperatively enhance expression of
antimicrobial peptides. J. Exp. Med. 2006 Oct 2;203(10):2271-9.

131



30. Sallusto F, Zielinski CE, Lanzavecchia A. Human Th17 subsets. Eur. J. Immunol. 2012
Sep;42(9):2215-20.

31. Mildner M, Prior M, Gschwandtner M, Schuster C, Tschachler E, Elbe-Blirger A. Epidermal
CCL27 expression is regulated during skin development and keratinocyte differentiation. J. Invest.
Dermatol. 2014 Mar;134(3):855-8.

32. Weaver CT, Elson CO, Fouser LA, Kolls JK. The Th17 pathway and inflammatory diseases of
the intestines, lungs, and skin. Annu Rev Pathol. 2013 Jan 24;8:477-512.

33. Milner JD, Brenchley JM, Laurence A, Freeman AF, Hill BJ, Elias KM, et al. Impaired T(H)17 cell
differentiation in subjects with autosomal dominant hyper-IgE syndrome. Nature. 2008 Apr
10;452(7188):773-6.

34. Puel A, Picard C, Cypowyj S, Lilic D, Abel L, Casanova J-L. Inborn errors of mucocutaneous
immunity to Candida albicans in humans: a role for IL-17 cytokines? Curr. Opin. Immunol. 2010
Aug;22(4):467-74.

35. Ivanov Il, Atarashi K, Manel N, Brodie EL, Shima T, Karaoz U, et al. Induction of intestinal Th17
cells by segmented filamentous bacteria. Cell. 2009 Oct 30;139(3):485-98.

36. Sabat R, Quyang W, Wolk K. Therapeutic opportunities of the IL-22-IL-22R1 system. Nat Rev
Drug Discov. 2014 Jan;13(1):21-38.

37. Wolk K, Warszawska K, Hoeflich C, Witte E, Schneider-Burrus S, Witte K, et al. Deficiency of
IL-22 contributes to a chronic inflammatory disease: pathogenetic mechanisms in acne inversa. J.
Immunol. 2011 Jan 15;186(2):1228-39.

38. Dréno B, Khammari A, Brocard A, Moyse D, Blouin E, Guillet G, et al. Hidradenitis
suppurativa: the role of deficient cutaneous innate immunity. Arch Dermatol. 2012 Feb;148(2):182—
6.

39. Hofmann SC, Saborowski V, Lange S, Kern WV, Bruckner-Tuderman L, Rieg S. Expression of
innate defense antimicrobial peptides in hidradenitis suppurativa. J. Am. Acad. Dermatol. 2012
Jun;66(6):966-74.

40. Yamasaki K, Kanada K, Macleod DT, Borkowski AW, Morizane S, Nakatsuji T, et al. TLR2
expression is increased in rosacea and stimulates enhanced serine protease production by
keratinocytes. J. Invest. Dermatol. 2011 Mar;131(3):688-97.

41. Lapins J, Jarstrand C, Emtestam L. Coagulase-negative staphylococci are the most common
bacteria found in cultures from the deep portions of hidradenitis suppurativa lesions, as obtained by
carbon dioxide laser surgery. Br. J. Dermatol. 1999 Jan;140(1):90-5.

42. Sartorius K, Killasli H, Oprica C, Sullivan A, Lapins J. Bacteriology of hidradenitis suppurativa
exacerbations and deep tissue cultures obtained during carbon dioxide laser treatment. Br. J.

Dermatol. 2012 Apr;166(4):879-83.

43, Vestergaard C, Johansen C, Christensen U, Just H, Hohwy T, Deleuran M. TARC augments
TNF-alpha-induced CTACK production in keratinocytes. Exp. Dermatol. 2004 Sep;13(9):551-7.

44, Riis JL, Johansen C, Vestergaard C, Otkjaer K, Kragballe K, Iversen L. CCL27 expression is
regulated by both p38 MAPK and IKK signalling pathways. Cytokine. 2011 Dec;56(3):699-707.

132



45, Karakawa M, Komine M, Hanakawa Y, Tsuda H, Sayama K, Tamaki K, et al. CCL27 is
downregulated by interferon gamma via epidermal growth factor receptor in normal human
epidermal keratinocytes. J. Cell. Physiol. 2014 Dec;229(12):1935-45.

46. Peters JH, Tjabringa GS, Fasse E, De Oliveira VL, Schalkwijk J, Koenen HJPM, et al. Co-culture
of healthy human keratinocytes and T-cells promotes keratinocyte chemokine production and
RORyt-positive IL-17 producing T-cell populations. J. Dermatol. Sci. 2013 Jan;69(1):44-53.

47. Murano T, Okamoto R, Ito G, Nakata T, Hibiya S, Shimizu H, et al. Hes1 promotes the IL-22-
mediated antimicrobial response by enhancing STAT3-dependent transcription in human intestinal
epithelial cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2014 Jan 17;443(3):840-6.

48. Hong SP, Kim MJ, Jung M-Y, Jeon H, Goo J, Ahn SK, et al. Biopositive effects of low-dose UVB
on epidermis: coordinate upregulation of antimicrobial peptides and permeability barrier
reinforcement. J. Invest. Dermatol. 2008 Dec;128(12):2880-7.

49, Campanelli AP, Roselino AM, Cavassani KA, Pereira MSF, Mortara RA, Brodskyn ClI, et al.
CD4+CD25+ T cells in skin lesions of patients with cutaneous leishmaniasis exhibit phenotypic and
functional characteristics of natural regulatory T cells. J. Infect. Dis. 2006 May 1;193(9):1313-22.

50. Kok A, Hocqueloux L, Hocini H, Carriere M, Lefrou L, Guguin A, et al. Early initiation of
combined antiretroviral therapy preserves immune function in the gut of HIV-infected patients.

Mucosal Immunol. 2014 Jul 2;

51. Aasen T, Izpisiia Belmonte JC. Isolation and cultivation of human keratinocytes from skin or
plucked hair for the generation of induced pluripotent stem cells. Nat Protoc. 2010 Feb;5(2):371-82.

133



Discussion

I- Un défaut de production de PAM a P’origine d’un cercle vicieux dans I’hidradénite

suppurée.

Dans cette étude, nous avons montré que les kératinocytes isolés a partir des prélévements
cutanés lésionnels de patients HS présentaient un défaut de production de PAM aprés une
stimulation par des produits microbiens (Pam2CSK4 et MDP) par rapport a des kératinocytes
de témoins sains. Une diminution de 1’expression des transcrits de PAM et de CCL27 a été
observée sur des prélévements de peaux totales HS par rapport a des témoins sains. De plus,
les kératinocytes isolés a partir de la gaine externe des cheveux de patients HS ne
permettaient pas d’induire un phénotype Th17. L’étude in situ a révélé que I’inflammation
cutanée au stade chronique était secondaire a la production massive d’IFN-y. Ainsi nos
résultats suggerent un cercle vicieux responsable de la perpétuation de I’inflammation
chronique dans I’HS. En effet, le défaut de PAM permet la croissance d’une flore
microbienne polymorphe responsable d’une inflammation. Les lymphocytes T exprimant
CCR6+ sont capables de migrer dans la peau inflammée mais les kératinocytes HS ne
n’induisent pas la production d’IL-17 et IL-22 par les lymphocytes T cutanés résidents et
recrutés. L’absence de stimulation des kératinocytes par ces 2 cytokines contribuerait au
défaut de production de PAM. Malgré des fréquences augmentées des cellules T productrices
d’IL-17 et IL-22 dans le sang, ces lymphocytes T ne sont pas suffisamment recrutés dans la
peau, probablement par manque de chémotactisme secondaire au défaut de PAM et

d’expression de CCL27.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé I’infiltrat inflammatoire des 1ésions cutanées

des patients HS. Nous avons observé que cette inflammation au stade chronique d’hidradénite
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suppurée ¢€tait secondaire a la production massive d’IFN-y. Bien qu’il y ait eu une
augmentation significative de [D’expression des transcrits de 1'IL-17, [’étude en
immunohistochimie a révélé que les cellules marquées IL-17+ étaient des polynucléaires et
des mastocytes. Le défaut relatif cutané d’IL-22 chez les patients HS avait déja été reporté
dans la littérature (272). Ce résultat est surprenant dans un contexte de dermatose
inflammatoire. L’IL-22 est primordiale dans la limitation de la dissémination bactérienne. En
effet, ’IL-22 est essentielle dans une réponse antimicrobienne cutanée en promouvant i) la
synthése de PAM, de concert avec 1I’'IL-17, ii) la production de chémokines permettant le
recrutement des polynucléaires neutrophiles (CXCL1, CXCL2, CXCL5 et CXCLS). Les
cytokines produites par les lymphocytes Th17/Th22 permettent la réparation tissulaire cutanée
en induisant la prolifération kératinocytaire. La mise au point de techniques d’isolation de
lymphocytes T cutanés nous a permis d’étudier en ICS la production d’IFN-y, IL-17 et 1L-22
au sein des cellules T CD4+, cellules T majoritaires dans I’infiltrat inflammatoire cutané HS.
Nous avons ainsi confirmé les données en qRT-PCR: dans les peaux I¢sionnels d’HS, 'INF-y

est la cytokine majoritaire qui induit I’inflammation.

Graces aux techniques d’ICS et de luminex, nous avons par contre observé une augmentation
de la production d’IL-17 et IL-22 au sein des T CD4+ du sang. De méme, les PBMC des
patients HS sont bien capables de répondre a des stimulations microbiennes variées, en
sécrétant de I'IFN-y, IL-17 et IL-22. L’absence d’augmentation de la production d’IFN-y
d’une part en cytométrie de flux et I’augmentation de la sécrétion d’IFN-y d’autre part en
luminex, s’explique par le fait que d’un coté I’analyse a porté sur les lymphocytes T CD4" et
de I’autre sur la totalit¢ des PBMC. L’IFN-y a ainsi pu étre sécrété non seulement par les
lymphocytes T CD4" mais également par les lymphocytes T CD8" et les cellules NK.
L’absence de cellules Th17/Th22 dans I’infiltrat cutané et I’augmentation de la fréquence des

cellules T CD4+ sécrétant de 1’'TL-17 et de I’'IL-22 nous ont fait poser comme hypothése une
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anomalie de migration (« homing ») des cellules Th17 périphériques dans la peau. L’analyse
en cytométrie de flux n’a pas montré de défaut d’expression des facteurs de « homing »
CCR4, CCR6 et CCR10 au sein des cellules T CD4+ chez les patients HS par rapport a des
TS. De méme, ces différents facteurs, sont bien exprimés au sein des cellules CD4+
productrices d’IL-17 ou IL-22. L’¢étude fonctionnelle des cellules T CD4+CCR4+, c’est a dire
potentiellement les cellules Th17 et Th22, par systéme transwell a permis de confirmer que
ces récepteurs étaient bien fonctionnels, ¢’est a dire capables d’induire une migration de ces

cellules selon le gradient de chémokines de synthese CCL20 et CCL27.

Afin de comprendre cette dichotomie entre le sang et la peau, nous avons alors étudiés les
facteurs chémoattractants synthétisés dans la peau. Un des résultats majeurs de notre étude est
la diminution significative de I’expression des transcrit CCL27 dans la peau des patients HS
par rapport aux TS, contrairement aux transcrits de CCL20. CCL27 est exclusivement
secrétée par les kératinocytes et permet d’attirer les lymphocytes T CCR10+ dans la peau. Il a
été reporté que le TNF-a et I'IL-1f permettaient d’induire la production de CCL27
(66)(68)(69). Récemment, Karakawa et al ont montré que 1’induction de CCL27 par le TNF-a
¢tait inhibée par 'IFN-y (67). L’augmentation de I’IFN-y dans les Iésions cutanée des HS

pourrait expliquer en partie la diminution significative de CCL27.

Les PAM sont les premiers agents pour controler la flore commensale que ce soit au niveau
cutané ou intestinal. Les données de la littérature sur la production de PAM sont
contradictoires et les conséquences de ce défaut relatif d’IL-22 nous a conduit a les étudier.
Nous avons retrouvé un défaut de PAM dans les peaux d’HS par rapport a d’autres
pathologies inflammatoires cutanées. Les cellules épithéliales sont la source majeure de PAM.
Cependant, d’autres cellules immunitaires (mastocytes, neutrophiles) et les cellules des

glandes sébacées et apocrines peuvent ¢galement produire des PAM au cours de situations
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inflammatoires. Dans la peau, les kératinocytes sont la principale source de PAM. En
particulier, les kératinocytes des follicules pileux produisent constitutionnellement les PAM
cathelicidines et B-défensines, a un taux plus important que les kératinocytes de 1’épiderme.
L’obtention de lignées kératinocytaires a partir de prélévements cutanés nous a permis
d’étudier spécifiquement la production de PAM par les kératinocytes stimulés d’HS et de
témoins. Les kératinocytes cutanés des témoins ont répondu a des stimulations par
Pam2CSK4 et MDP en augmentant la production d’hBD2 et de PS100A7 et PS100AS,
contrairement aux kératinocytes des patients HS. Compte tenu des fonctions cruciales des
PAM dans le maintien de 1’homéostasie des surfaces épithéliales, une dérégulation de la
production et des fonctions des PAM peuvent étre associés a des pathologies. Une production
anormale de PAM a été décrite dans plusieurs dermatoses comme la dermatite atopique, la
rosacée et le psoriasis. Chez les patients atteints de dermatite atopique, la production de PAM
est insuffisante (40)(39). Cette inhibition de I’expression des PAM pourrait étre secondaire a
la production excessive des cytokines IL-4 et IL-13, produites par les lymphocytes Th2, qui
induisent 1’expression de SOCS1 (Suppressor of cytokine signalling 1) et SOCS3 via
I’activation de STAT6. Cliniquement, ce défaut de PAM est corrélé a 1’augmentation de la
susceptibilité d’infections chez les patients atopiques. A I’inverse, les patients atteints de
psoriasis ou de rosacée sont caractérisés par une réaction cutanée inflammatoire inappropriée,
mais une absence de susceptibilit¢ aux infections. Une augmentation de I’expression de
cathelicidines a été montrée. Cette augmentation n’est pas inhérente aux génes de ces PAM,
mais liées aux systémes de régulation de leur transcription ou de leur clivage (41). Dans la
rosacée, I’expression anormale des TLR2 ou les polymorphismes des récepteurs a la vitamine
D retrouvés, pourraient induire une production anormale de PAM. Dans le psoriasis, la
production accrue d’IL-22 et d’IL-17, secondaire a I’infiltration cutanée des lymphocytes

Th17/Th22, engendre une augmentation de la production de PAM. Le défaut de production
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des PAM par les kératinocytes pourrait aboutir a la prolifération microbienne chronique
observée chez les patients HS et modifier le microbiote cutané. De plus, les PAM sont des
chémoattractants. Les défauts concomittants de PAM et de CCL27 dans la peau des patients
HS ne permettraient pas le recrutement cutané suffisant des cellules T CCR10+. Inversement,
la diminution d’expression cutanée d’IL-22 peut exacerber le défaut de production de PAM
par les kératinocytes HS.

Nous avons ensuite étudié 1’interaction entre les kératinocytes de patients HS et de témoins
avec des lymphocytes T CD4+ issus du méme donneur. Peters et al (2013) ont montré, chez
des témoins, que la production des chémokines CCL2, CCL20 et CXCL10 était augmentée
dans les surnageants de co-cultures des kératinocytes et T CD4+, et que les kératinocytes, en
présence de cofacteurs, induisaient un phénotype IL-17+ CCR6+ RORyT+ au sein des
lymphocytes T CD4+ (115). Or, nous avons montré une diminution significative des
concentrations d’IL-17, IL-22 et CCL20 dans les surnageants de co-culture des kératinocytes
de patients HS avec des T CD4+ par rapport a des co-cultures de témoins avec les mémes
cellules T CD4+. Ces résultats suggerent donc que les kératinocytes ne peuvent pas soutenir
la production d’IL-17 et d’IL-22 par les lymphocytes T CD4+. L’inflammation cutanée dans

I’HS est médiée par I'IFN-y.

L’étude de I’'[L-22 et de CCL27 en immunohistochimie n’a pu a ce jour étre prise en compte.
En effet, les marquages IL-22 et CCL27 obtenus, malgré plusieurs tentatives avec des
anticorps différents, des tampons, des dilutions et des temps d’incubation variables, n’étaient
pas satisfaisant compte tenu du manque de spécificité. De méme, le dosage de CCL27 en
ELISA dans les surnageants des co-cultures kératinocytes et lymphocytes CD4+ n’était pas
interprétable. Enfin, I’expression de CCL27 par les kératinocytes de patients HS et de témoins

sains stimulés par différents PAMPs n’était pas détectée en qRT-PCR.

Ainsi, I’ensemble de ce travail suggere 1’existence d’un cercle vicieux dans 1’hidradénite
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suppuré. Le défaut de production de PAM par les kératinocytes aboutit a une prolifération
microbienne. Cette « surcharge » microbienne induit une inflammation dans des zones riches
en glandes apocrines. Les kératinocytes ne peuvent induire la production d’IL-17 et IL-22 par
les lymphocytes mémoires résidents ou recrutés au site de l’inflammation. La faible
production d’IL-17 et d’IL-22 exacerbe le défaut de production de PAM. De plus, le défaut
de PAM et de CCL27 ne permet pas le recrutement adapté et suffisant de cellules T
CD4+IL17+ et T CD4+IL22+ fonctionnelles, dont la fréquence est augmentée en périphérie.
Le défaut de PAM serait a ’origine de la pérennisation de I’inflammation chronique dans

I’HS. La figure 14 schématise ce cercle vicieux.

Résultats complémentaires

Des données complémentaires obtenues trés récemment au laboratoire viennent renforcer
notre hypothése sur le cercle vicieux et le défaut de production de PAM. Ainsi, le
transcriptome sur peaux totales HS comparé a des peaux saines a retrouvé une signature [FN
de type 1.

Par ailleurs, nous avons mis au point 1’isolement des kératinocytes a partir de la gaine externe
des cheveux. Les kératinocytes isolés a partir de la gaine externe des cheveux des patients HS
et des témoins, nous a permis de comparer i) les réponses des kératinocytes en dehors du
contexte inflammatoire des lésions cutanées, ii) les réponses de kératinocytes isolés d’une
structure comparable (et non prélévements axillaire versus abdominal par exemple), iii) les
réponses des kératinocytes issus du follicule pileux, structure atteinte lors de I’HS. De plus, le
développement de cette technique difficile et longue a néanmoins permis 1’obtention d’un
plus grand nombre de lignées kératinocytaires, puisque les prélévements sont plus faciles
d’acces. Les kératinocytes de la gaine externe de cheveux issus de patients HS présentaient un

défaut de production de PAM apres stimulation microbienne, similaire a celui observé a partir
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de kératinocytes isolés de la peau. Ces résultats sont donc en faveur d’un défaut intrinseque
des kératinocytes des patients HS.

D’autre part, des données que nous venons d’obtenir et qui restent a confirmer, montreraient
qu’a DI’état basal, les kératinocytes de la gaine externe des cheveux issus des patients HS
produiraient plus de RANTES (ou CCL5) et IP-10, deux chemokines impliqués dans le
recrutement de lymphocytes T. Fait intéressant, la chemokine IP-10 ou CXCL10 est une
chemokine IFN dépendante. En effet, la production d’IP-10 par les cellules T CD4+, CD8+ et
NK est dépendante de I’'IFN-y. D’autres cellules peuvent produire IP-10 sous I’influence de
I’TFN-y: kératinocytes, cellules endothéliales, fibroblastes, pré-adipocytes. D’autre part, [P-10
oriente vers une réponse Thl. La présence d’IP-10 signe une réponse Th1/IFN-y et est
impliquée dans de nombreuses pathologies auto-immunes (lupus systémique, polyarthrite
rhumatoide, diabéte de type 1, syndrome de Gougerot Sjogren). Dans les tissus, le
recrutement de lymphocytes Thl est responsable d’une augmentation du taux d’IFN-y et de
TNF-a, cytokines qui stimulent la production d’IP-10, créant ainsi une boucle d’amplification

inflammatoire pouvant étre a I’origine d’un processus auto-inflammatoire (320).

CCLS5 (ou RANTES) est produite par les cellules T, plaquettes, macrophages, éosinophiles,
cellules épithéliale et endothéliales. Elle permet le recrutement de nombreuses cellules
inflammatoires : cellules T, cellules dendritiques, cellules NK, mastocytes, basophiles et
¢osinophiles. La grande variété des cellules sécrétant cette chémokine implique son rdle dans
de nombreuses voies physiologiques. CCL5 peut se lier a de nombreux récepteurs dont

CCRI1, CCR3 et CCR5. CCLS5 permet également d’orienter une réponse Thl (321).

Ces résultats suggerent qu’a un stade infra-clinique la réponse inflammatoire s’oriente vers
une réponse Thl 1) les pDCs sont activés dans la peau HS et produisent des IFN de type 1 et
des cytokines IL-6 et TNF-a, ii) les kératinocytes HS produisent de I’IP-10 et CCL5. Le

défaut intrinséque de production de PAM par les kératinocytes ne permet pas une clairance
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des agents microbiens et contribue au maintien de 1’inflammation.

Ainsi, I’ensemble de ce travail suggere 1’existence d’un cercle vicieux dans 1’hidradénite
suppuré. Les kératinocytes des patients HS produisent deux chémokines, IP-10 et CCL5 qui
recrutent des lymphocytes T dans des zones riches en glandes apocrines au stade infra-
clinique. De plus, le défaut de production de PAM par les kératinocytes aboutit a une
prolifération microbienne. Cette « surcharge » microbienne exacerbe 1’inflammation dans des
zones riches en glandes apocrines ou les lymphocytes T ont été recrutés. Les kératinocytes ne
peuvent induire la production d’IL-17 et IL-22 par les lymphocytes mémoires résidents ou
recrutés La faible production d’IL-17 et d’IL-22 exacerbe le défaut de production de PAM.
De plus, le défaut de PAM et de CCL27 ne permet pas le recrutement adapté et suffisant de
cellules T CD4+IL17+ et T CD4+IL22+ fonctionnelles, dont la fréquence est augmentée en
périphérie. Le défaut intrinséque des kératinocytes serait ainsi a 1’origine de la pérennisation

de I’inflammation chronique médiée par IFN-y dans I’HS. La figure 19 schématise ce cercle

Vicieux.
0,
00,°
=
_ Deéfaut Prolifération Inflammation Recrutement in situ
— — —— intrinseque —> —  delymphocytes T

' Srienn cutanée
de production bactérienne

i E de PAM I l

I Diminution de production Cross-talk
de PAM kératinocytes/lymphocytes
résidents et recrutés

|

Production d’IFN-y
Défaut de production d'IL-17/IL-22 par les T CD4+
Défaut de chémokines CCL27/CCL20 sécretées par les kératinocytes

Figure 19 : cercle vicieux dans I’HS
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I1- Description de nouvelles mutations de la y-sécrétase : implication de la voie NOTCH
dans la physiopathologie de I’hidradénite suppurée ? Introduction du concept de

syndrome de Verneuil

Il existe une grande hétérogénéité clinique dans I’HS. Une étude transversale récente sur 618
patients HS suggére 1’existence de 3 phénotypes distincts de la maladie selon une analyse des
classes latentes (LC1, LC2, LC3) (205). De plus, I’'HS peut étre associée a d’autres maladies
inflammatoires (maladie de Crohn, spondylarthropathies, PASH et PAPASH syndrome,
maladies folliculaires). Cette hétérogénéité clinique et les diverses associations décrites,
plaident en faveur d’un « syndrome» de Verneuil et souligne I’existence de plusieurs
phénotypes d’HS pouvant étre le reflet de processus physiopathologiques différents dans le

développement de la maladie.
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Figure 20 : syndrome Verneuil
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1- Facteurs génétiques dans I’HS

En 2013, Ingram et al, ont appliqué la classification de F. Canoui Poitrine aux cas de patients
HS publiés ayant une mutation d’une des sous-unités de la y-sécrétase (322). Les cas,
sporadiques ou familiaux, étaient originaires de Chine, Japon, France, Angleterre. Tous les
patients ayant une mutation des génes de la nicastrine ou de PSENEN ou PSENI ont été
classés rétrospectivement en phénotype folliculaire LC2. Dans une cohorte de 20 patients
britanniques séquencés, aucun patient ne présentait une mutation d’une des sous-unité de la y-
sécrétase. 17/20 patients avaient un phénotype LC1 « classique » et 3 un phénotype atypique
(323). Ces articles soulévent I’existence d’une corrélation potentielle entre phénotype et

geénotype.

Grace a une collaboration avec Jean-Laurent Casanova (Rockefeller University, New York),
I’exome sur sang total a été réalisé¢ sur notre cohorte de 82 patients HS. 72 prélévements
¢taient disponibles pour cette étude génétique. Des mutations ou de rares polymorphismes des
geénes codant pour une des sous unités de la y-sécrétase étaient présentes chez 10/72 patients
HS : mutations de la nicastrine : 8/10, mutation de I’APHIB: 2/10. Ces variants,
majoritairement caractérisés par I’apparition prématurée d’un codon stop, entrainent une
réduction de 50% de DI’expression des génes NCSTN ou APHIB. Ces mutations sont
retrouvées dans moins de 0,01% dans la population générale. Dans notre cohorte, la
prévalence des mutations de la y-sécrétase peut ainsi étre estimée a 14%. Parmi les 10 patients
mutés, il y avait 7 femmes et 3 hommes. L’age moyen était de 35,2 ans. L’IMC était de 24,3
Kg/m®. 6/10 patients étaient fumeur. 5/10 patients présentaient des antécédents familiaux.
Dans notre cohorte de 82 patients, 3 familles ont été incluses. Une des familles composée du
pere et de ses deux filles présentait une mutation de ’exon 8 de la nicastrine. Une femme

d’une 2°™ famille présentait une mutation de la nicastrine alors que ni sa sceur, et sa mére,
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incluses dans la cohorte, ne présentaient de mutation. Rétrospectivement, les patients ont été
classés selon les phénotypes décrits par Canoui-Poitrine : 4/10 présentaient un phénotype LC2
(dont la famille) et 6/10 présentaient un phénotype LC3. Il est intéressant de noter qu’aucun
patient muté pour la y-sécrétase, publi¢ ou rapporté¢ dans notre étude, ne présentait un
phénotype classique LC1. Cependant tous les patients publiés classés LC2 ne présentaient pas
de mutation de la y-sécrétase. Les phénotypes ont cependant été attribués de fagon

rétrospective.

2- Notch : lien entre la génétique et les données immunologiques

La découverte des mutations des génes de la y-sécrétase et les données immunologiques
publiées ont conduit a développer un nouveau modéle physiopathologique uniciste impliquant
la voie NOTCH (281). Cette voie permet de faire le lien entre les mutations de la y-sécrétase,
les résultats immunologiques et les Iésions « folliculaires ».

L’augmentation de I’expression de Hesl, géne cible de NOTCH, induit la transcription d’IL-
22 dans les cellules épithéliales intestinales chez I’homme, et permet ainsi 1’augmentation de
la production de PAM (315).

De plus, le développement postnatal du follicule pileux recquiert un signal NOTCH intact
dans le buldge et dans les cellules de la gaine externe du follicule pileux (ORS ou Outer Root
Sheath). Dans le buldge, NOTCH contréle le passage des cellules souches ou de leur
progéniteurs en cellules différenciées (268,278).

Les souris déficientes en y-sécrétase ont un phénotype similaire a celui des souris défientes
en NOTCH 1 ou 2. Ces souris présentent une atrophie folliculaire, des kystes épidermiques,

une hyperplasie épidermique et une absence de glandes sébacées.
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Figure 21 : Clivage de Notch par la y-sécrétase, adapté de Radtke et al

Dix HS chez des patients trisomique 21 ont été reportées dans la littérature. La trisomie 21
affecte un nouveau-né sur 1000 naissances. La y-sécrétase permet le clivage de la protéine
APP, protéine précurseur de 1’amyloide. Plusieurs peptides sont alors sécrétés, dont le
peptide pP-amyloide impliqué dans la formation de plaques amyloides cérébrales dans la
maladie d’Alzheimer. Les patients trisomiques 21 peuvent développer une maladie
d’Alzheimer dés la 4™ décade. Le géne codant pour I’APP est localisé sur le chromosome
21, et son expression pourrait &tre augmentée dans la trisomie 21. Il a ét¢ montré que I’APP et
le récepteur NOTCH sont des substrats de la y-sécrétase rentrant en compétition (324). Blok
et al ont émis I’hypothése que, chez les patients trisomiques 21, les taux élevés d’APP
détournaient la y-sécrétase du clivage de NOTCH (figure 17) (325). Un défaut de la voie de

signalisation NOTCH pourrait ainsi entrainer une HS.
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Figure 22 : Déviation de la y-sécrétase dans la trisomie 21, adapté de Blok et al(325)

Enfin, des effets indésirables cutanés (éruption cutanée aspécifique, augmentation du risque
de cancers cutanés, modifications de la couleur des cheveux/poils) ont été rapportés dans
I’essai randomisé controlé en double aveugle dans la maldie d’Alzheimer semagacestat,
inhibiteur de la y-sécrétase, versus placebo, dans le bras semagacestat (326). Cet essai de
phase 3 a été arrété précocemment compte tenu d’effets indésirables graves (infections,
cancers cutanés). La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de plaques
amyloides cérébrales, résultants du clivage de précurseur amyloide par les ( et y-sécrétases. Il
n’ a pas été décrit de 1ésions évocatrices d’HS, mais les modifications de la coloration des

cheveux/poils est en faveur d’un role de la y-sécrétase au niveau du follicule pileux.

Les patients HS ayant une mutation de la voie y-sécrétase/NOTCH ne comportent pas
d’autres anomalies graves immunologiques ou tissulaires. Or la voie NOTCH est impliquée
dans le développement et la différenciation des cellules cérébrales, pulmonaires, cardiaques,

vasculaires, intestinales, osseuses et sanguines. Le fait que les mutations de cette voie n’aient
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une expression que cutanée peut s’interpréter par une sensibilité accrue des kératinocytes a
I’insuffisance de NOTCH, et par I’absence de voies compensatrices dans la peau

Il a ainsi été supputé le role de NOTCH dans la physiopathologie dans I’HS, sans preuve
scientifique a ce jour. L’altération du signal pourrait avoir pour conséquences: i) une
hyperkératose du follicule pileux, formation de kystes épidermiques, différentiation altérée
des glandes apocrines, ii) une diminution de la différenciation des T CD4+ en Th22 (280). En
effet, les molécules Notch ont été impliquées dans I’activation de ligands endogeénes d’AhR

qui favorisent la différenciation en Th22 (327).

Pour déterminer si un signal Notch était impliqué dans la synthése d’IL-22 par les
lymphocytes, nous avons regardé la fréquence des cellules T qui produisent IL-22 et IL-17
dans le sang de patients HS présentant ou non une mutation de la y-sécrétase. Sur les 18
patients inclus dans 1’étude phénotypique, 11 patients étaient classés rétrospectivement LC1,
6 classes LC2 et 1 classé¢ LC3. 1/11 patients LC1 présentait une mutation de la protéine APP ;
4/6 patients LC2 présentaient une mutation de la y-sécrétase et 2/6 une mutation de NOTCH ;
le patient LC3 présentait une mutation de la y-sécrétase. Les effectifs des patients HS non
mutés (n=14) et mutés pour la y-sécrétase (n=10) ont été augmentés dans 1’étude
phénotypique. Nous avons observé une diminution significative des fréquences des cellules
IL-17+ et IL-22+ au sein des CD4+ chez les patients HS mutés pour la y-sécrétase par rapport
aux patients HS non mutés pour la y-sécrétase (figure. Par contre la fréquence des cellules
IFN-y au sein des T CD4+ était inchangée. Or, nous avons montré que, chez les patients HS,
sans recherche préalable de mutation de la y-sécrétase, les fréquences des cellules T CD4+IL-
17+ et T CD4+IL-22+ étaient significativement augmentées dans le sang, par rapport a des

témoins sains.
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Figure 23 : Pourcentage de la production d’IFN-y, IL-17, IL-22 au sein des cellules TCD4+

dans le sang des patients HS mutés et non mutés pour la y-sécrétase

Ces résultats suggerent qu’au sein du « syndrome » maladie de Verneuil, les processus
physiologiques peuvent différer. Ainsi différentes voies physiopathologiques peuvent étre
impliquées et aboutir a un défaut de production de PAM et un défaut cutané de lymphocytes T
producteurs d’IL-17/IL-22. Des études in situ seraient nécessaires chez les patients HS
présentant une mutation de la y-sécrétase. La diminution des cellules T productrices d’IL-
17/IL-22 dans le sang laisse présumer une diminution de ces cellules dans la peau ou au

contraire un recrutement tissulaire plus important.

Nous avons mis en évidence un défaut de production de PAM par les kératinocytes des
patients HS. Nous avons émis 1’hypothése que la voie NOTCH pourrait étre impliquée dans la
production de PAM et qu'un signal NOTCH pourrait rétablir la synthése de PAMs chez les

patients HS.

Le Dr Michele Boniotto a testé cette hypothese. Les cellules ORS de 3 patients HS ont été
traitées pendant 18 heures avec ou sans ligand purifi¢ de NOTCH Delta Like. Ce ligand est
fusionné avec la région Fc d’un anticorps IgG. L’IgG a donc servi de controle a DLL4. Pour

inhiber la voie de signalisation NOTCH, la Gamma Secretase Inhibitor (GSI) a été utilisée a

148



une concentration d’1uM. Le contréle de ce composé est le DMSO. Aprés 18h de traitement,
les cellules ont ét¢ stimulées avec 100 ng/mL de PAM2CSK4 pendant 6h (A, B) ou par 10
pg/mL de MDP pendant 6h (C, D). L expression de I’ARNm des génes étudiés a été mesurée
par PCR quantitative et normalisée par rapport au geéne de référence OAZI. En présence de
PAM2CSK4, les cellules ORS traitées avec le ligand de NOTCH expriment 3 fois plus
d’ARNm de Béta-défensine 2 par rapport aux cellules traitées avec 1’IgG (p= 0.0425) (Figure
18). En présence de MDP, le signal NOTCH triple également la production d’ARNm de Béta-
défensine 2 (p= 0.0408). Par ailleurs, en présence de I’inhibiteur de la y-sécrétase, on observe
une diminution de la production d’ARNm de Béta-défensine 2 avec PAM2CSK4 ou MDP.

Cette différence est significative pour la stimulation avec PAM2CSK4 (p= 0.0187).
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Figure 24 : Expression du gene codant pour la Béta-défensine 2 chez les cellules ORS de
patients HS (n=3) apres stimulation par le ligand de NOTCH DLLA4. L expression relative a
été mesurée par rapport a l’expression des genes d’intéréts pour des échantillons non traités.

Les médianes sont représentées.
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Ces résultats suggerent donc que NOTCH est impliqué dans 1’expression de Béta-défensine 2
par les kératinocytes chez les patients HS. Augmenter le signal NOTCH pourrait limiter le
déficit de production de PAM et constituer ainsi un nouvel axe thérapeutique. Ces données
sont a confirmer.

L’ensemble de ces données suggere ’existence de phénotypes distincts, avec des voies
physiopathologiques différentes, aboutissant possiblement a une conséquence commune : un
défaut de PAM. Le concept de «syndrome» de Verneuil peut ainsi se discuter. La
compréhension de ces différentes voies pourrait aboutir a des traitements spécifiques.

Les antibiotiques restent en effet les traitements les plus efficaces a ce jour dans les formes
classiques d’HS avec des nodules inflammatoires et des écoulements purulents. Au contraire,
les traitements par rétinoides (acitrétine, alitrétinoine) semblent améliorer préférentiellement

les patients de phénotype folliculaire LC2.

III- Etude du role des cellules dendritiques cutanées dans I’HS : implication dans le

défaut des cellules T CD4+IL-17+ ?

L’homéostasie cutanée est assurée par un équilibre dynamique entre la réponse
inflammatoire et la réponse régulatrice vis a vis de la flore, dans lequel les cellules
dendritiques jouent un réle majeur. Outre les kératinocytes, les DC ont un role essentiel dans
la différenciation des cellules T naives. Différents sous-types de DC ont été identifiés et
jouent a la fois des réles communs et spécifiques dans la réponse immunitaires. Dans la
peau, les DC présentes sont les cellules de Langerhans (LCs) (CDI1a"CDI14 HLA-
DR'CD11¢'CD207") dans I’épiderme, et les cellules dermiques interstitielles (DCi) dans le
derme (avec 2 sous-types ; HLA-DR'CD11¢"CD14'DCi et les HLA-DR'CD11¢'CD14 DCi)

(328). Dans la peau inflammée, sont retrouvées de plus les DC plasmacytoides (50). La
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différentiation des cellules T naives en Th17 ne nécessitent pas les mémes signaux délivrés
par la DC en fonction de son origine tissulaire. Les sécrétions d’IL-6 et IL-13 par les DC de
la peau sont nécessaires pour la différenciation des Th17. En revanche, la sécrétion d’IL-1p
par les DC isolées de la rate est suffisante pour cette différenciation (4).

70% des DC dermiques expriment le récepteur DC-asialoglycoprotein receptor (DC-
ASGPR), récepteur « scavenger » comportant un motif semblable a celui présent sur le
récepteur tyrosine (329). La fonction biologique de DC-ASGPR n’est pas clairement établie.
Cependant, une étude récente a montré que les DC, via I’activation de DC-ASGPR,
permettent la génération de cellules T régulatrices, sécrétrices d’IL-10 (330). De plus, il a été
montré récemment, que les DCi, et de facon plus importante les LCs, induisaient la
génération de cellules productrices d’IL-22 seule, sans IL-17 (294). Ex vivo, les LCs
induisent la différenciation préférentielle des Th2 et Th22 (44). Seneschal et al, ont montré en
2012, qu’en I’absence de stimulation antigénique, les LCs induisaient la prolifération de
cellules Treg (CD3'CD4'CD25"FoxP3") mémoires résidentes dans des co-cultures de LCs
cutanées (HLADR+ CD207+) et de lymphocytes T cutanés (CD45RO+CLA+CCR4+CCR7-
CD62L-) isolés du méme donneur sain (45). Par contre, en présence de candida albicans, les
LCs induisent et activent la prolifération des cellules T effectrices mémoires et limitent
I’activation des Treg. L’analyse des DCi et LCs de patients HS et de témoins sains semble
donc une piste intéressante pour expliquer 1’absence de cellules Th17 et Th22 et la présence

de Treg dans les 1ésions des patients HS.

Un protocole d’extraction des cellules dendritiques a partir de prélévements cutanés frais a été
mis au point dans le laboratoire. Aprés dégraissage et découpage en filets de 1 a 2 mm
d’épaisseur, les morceaux de peau sont incubés dans de la dispase (1mg/ml) a 4°C la nuit.

L’¢épiderme est alors détaché du derme. Les explants cutanés sont alors mis en culture avec du
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GM-CSF dans du milieu R10 pendant 10 jours a 37°C. A J10, les surnageants de culture sont
récupérés. Les cellules ayant migrées a partir des prélévements cutanés sont alors marquées
avant d’étre triées.

Le panel utilisé a été le suivant : CD14-peCy7, Langerin-PE, CD11c-PeCy5S, HLADR APC-
H7.

La figure 25 est un exemple représentatif du tri des cellules cutanées récupérées dans le
surnageant de culture de morceaux cutanés de 1ésions HS. L’isolement des DC cutanées (DCi
et LC) a été réalisé chez un patient HS (en peau lésionnelle) et deux témoins sains (plasties

abdominales).

Tri cellulaire

Véronique Godot
e G emesid
49 )

+ GM-CSF
—>

5]

LCs (épiderme) DCs du derme : CD14+/CD14-

Figure 25 : Isolation des cellules dendritiques (DC) cutanées : gating stratégie

Trois types de cellules dendritiques ont ainsi été triées : i) les cellules de Langerhans
(CD11c+ HLADR+ Langerinet), ii) les DC dermiques CD14+ (CD11c+ HLADR+ CD14+),
iii) les DC dermiques CD14- (CD11ct+ HLADR+ CD14+). Les fréquences des DC totales

(CD11c+ HLADR+) de I’épiderme et du derme, des LCs, des DC dermiques CD14+ et
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CD14- sont reportées dans le tableau 3 pour les 3 patients. Les fréquences correspondent aux
pourcentages des DC sélectionnées sur la base de différents marqueurs, parmi le nombre total

de cellules de I’épiderme ou du derme.

Témoin sain 1 Témoin sain 2 HS
DC totales de 1’épiderme : CD11c" HLADR" 3,42% 6,47% 1,73%
DC totales du derme : CD11¢” HLADR" 3,67% 5,98% 4,41%
LC:CDIlc" HLADR' Langerine” 2,33% 5,96% 1,28%
DC dermiques CD14" : CD11¢" HLADR' CD14" | 0,55% 0,40% 2,72%
DC dermiques CD14-: CD11¢" HLADR' CD14° 1,78% 5,17% 1,28%

Tableau 3 : pourcentage des DC parmi le nombre total de cellules épidermiques ou

dermiques

Les fréquences des DC totales de I’épiderme et des LCs sont diminuées chez le patient HS par
rapport aux 2 témoins sains. Au contraire, la fréquence des DC dermiques CD14+ est
augmentée chez le patient HS par rapport aux témoins sains. Or les DC dermiques CD14+
migrent moins facilement de D’explant en culture que les DC dermiques CDI14-.
L’augmentation du pourcentage de DC dermiques CD14+ chez le patient HS pourrait
s’expliquer par une augmentation réelle du nombre de ces cellules dans le derme ou une
meilleure émigration de I’explant. L’isolation des DC dermiques et LC nous a permis de
réaliser des co-cultures allogéniques entre les DC provenant de témoins sain ou de patient HS
(10* LC ou 10* DC CD14- ou 2.10° DC CD14) et 10° cellules T CD4" marquées au Cell
Trace violet (UV) de donneurs sains de I’EFS, afin d’étudier la différenciation en Th17/Th22
induite par les DC (figure 20). Aprés 5 jours de co-cultures, les productions d’IL-17, IL-22 et
IFN-y au sein des cellules T CD4+ ayant proliférées (UV-) étaient étudiées en ICS par le

panel CD3 AF 700, vivid amcyan, CD4 PCF 594, cell traceur UV PB, IFN-y PE-Cy7, IL-17
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FITC et IL-22 PE. Des cellules T CD4+ stimulées par des billes anti-CD3/CD28 servaient de

témoin positif. L’étude en ICS a été réalisée chez un patient HS et deux témoins sains.

Peau fraiche

|

DC cutanées LCs

Stimulation allogénique

I

Co-cultures DC/ T CD4+ allogéniques (5j)

PMA/Iono l

ICS- panel Th7/Th22 |

DCHS DCTS
TCD4+TS TCD4+ TS

Figure 26 : schéma expérimental de I’étude des DC et LC

Les fréquences des cellules T CD4+ UV- productrices d’IFN-y, IL-17 et IL-22 aprés 5 jours
co-cultures avec 10" LC ou 10* DC CDI14- ou 2.10° DC CDI4 isolées de prélévements
cutanés d’un patient HS et d’un témoin sain sont représentées sur la figure 27.

(Respectivement a, b, c).
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Figure 27 : Marquages IFN-y, IL-17A4 et IL-22 au sein des T CD4+ apres co-cultures avec

des LC, DC 14- et DC 14+ du patient HS et d’'un témoin sain.
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Les productions d’IFN-y, IL-17 et IL-22 au sein des cellules T CD4+ ayant proliférées apres 5
jours de co-culture avec 10* LC HS étaient augmentées par rapport aux co-cultures avec 10*
LC isolées d’un témoin sain (respectivement, IFN-y : 27,5% vs 19,1% ; IL-17 : 19,2% vs
3,8% ; IL-22 : 12,3% vs 4,4%). La prolifération des T CD4+ induite par les LC HS (47,7%)
¢tait supérieure par rapport a celle induite par les LC TS (20,5%).

De méme, les productions d’IL-17 et IL-22 au sein des cellules T CD4+ ayant proliférées
aprés 5 jours de co-culture avec 10* DC CD14™ HS étaient augmentées par rapport aux co-
cultures avec 10 DC CD14 isolées d’un témoin sain (respectivement, IL-17 : 22.5% vs
3,7% ; 1L-22 : 14,4% vs 7,1%). Par contre la production d’IFN-y au sein des T CD14" était
inchangge.

Au contraire, les DC CD14" HS n’induisaient pas de prolifération des cellules T CD4+ par
rapport au DC CD14" TS (4,2 vs 21,8%). Les productions d’TFN-y, IL-17 et IL-22 au sein des
cellules T CD4+ ayant proliférées aprés 5 jours de co-culture avec 2.10° DC CD14" HS étaient
diminuées par rapport aux co-cultures avec 2.10° DC CDI14" isolées d’un témoin sain

(respectivement, IFN-y : 1,5% vs 19% ; IL-17 : 1,8% vs 7,8% ; IL-22 : 1,5% vs 14,2%).

Cette expérience n’a été réalisée que chez un patient HS et deux témoins sains. Les effectifs
seront bien sir a augmenter. Les cellules T CD4+ proviennent de plus d’un donneur de I’EFS
différents pour les DC du sujet HS et des témoins sains. Les DC CD14+, cellules dont le
pourcentage serait augmenté¢ dans la peau des HS, n’ont pas été capables d’induire une
prolifération des T CD4+, ni une production d’IL-17 et d’IL-22. Au contraire, les LC et DC
CD14-, dont la fréquence dans la peau des patients HS serait diminuée, ont été capables

d’induire une production d’IL-17 et IL-22. Ces résultats devront étre confirmés.
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Le transcriptome des peaux totales des patients HS comparé aux peaux totales saines a
retrouvé une signature IFN de type 1. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) sont
une population rare de cellules circulantes spécialisées dans la production massive d’IFN de
type I (IFN-o/p) et cytokines inflammatoires (IL-6 et TNF-at) en réponse a acides nucléiques
étrangers influengant ainsi la réponse cellulaire T.

Elles représentent 0,5% des cellules mononuclées du sang périphérique et ont également été
observées dans les zones T des organes lymphoides, le thymus, les amygdales, la rate, la
moelle osseuse (331)(332)(333) ainsi que dans certains tissus périphériques : le poumon (334)
et le foie (335). Les pDC sont caractérisées par les marqueurs suivants : linéagencg CD4+
CD11c- CD123high BDCA-2+ BDCA-4+ et HLA-DRuigh (336). A la différence des mDC qui
expriment principalement les TLRI1, -2, -3, -4, -5, -6, -8 et -10, les pDCs expriment les
récepteurs endosomaux TLR7 et -9. Le récepteur TLR7 lie les ARN simple brin (ssRNA). Le
récepteur TLR9 reconnait les motifs Cytosine-phosphate Guanine (CpG) des ADN viraux et
bactériens (337). Alors que les mDC sont davantage orientés vers la reconnaissance
bactérienne, les pDC jouent un role important dans la réponse immune vis a vis des virus a
ARN et a ADN (338).

Les interférons de type 1 produits par les pDCs permettent I’inhibition de la réplication virale,
mais contribuent également a 1’induction et a 1’expansion d’une réponse anti-virale immune
en activant les cellules T mémoires, cellules B, et les lymphocytes NK. Les pDCs orientent
vers une réponse Thl avec la sécrétion d’IFN-y.

A 1’¢état basal, les pDCs ne sont pas présents dans la peau (339)(340). Cependant, les pDCs
ont été retrouvées dans la peau lors d’infections cutanées a VZV (varicella zoster virus), HSV
(herpes simplex virus) et HPV (papillomavirus). Lorsque ces virus infectent les pDC, leurs
acides nucléiques sont reconnus par les TLR7/9 et entrainent une production massive d’IFN

de type L. Des taux importants de pDCs ont été retrouvées dans la peau de patients atteints de
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psoriasis (339). Leur activation chronique permettait une production accrue d’IFN de type I, a
I’origine d’une activation et expansion de cellules T (341). Il a récemment ét¢ montré que
I’activation des pDCs dans la peau de patients psoriasiques était médiée par le peptide anti-
microbien LL-37. En effet, LL-37 peut se lier avec ’ADN du soi (self-DNA). Ce complexe se
lie alors au TLRY, qui une fois activé, augmente la production d’IFN-y de type 1, stimulant
alors la maturation des lymphocytes Th17 (24). LL37 n’est habituellement pas exprimé dans
la peau saine. Par contre, dans le psoriasis, LL37 est produite a des taux élevés, pouvant
expliquer 1’activation des pDCs dans cette dermatose inflammatoire. Lors de la cicatrisation
cutanée, les pDCs sont retrouvées dans les peaux lésées, et produisent des quantités
importantes d’IFN de type 1 via I’activation des TLR7/9 par les acides nucléiques des cellules
Iésées. De plus, en cas de lésion cutanée, LL-37 est synthétisée de facon transitoire par les
kératinocytes, permettant la synthése d’IFN de type 1 de fagon redondante. Cette fonction de
LL-37 semble étre unique : la B-défensine 2 n’est pas capable d’induire la production d’ITFN
de type 1.

Lors d’une infection, les PAM peuvent ainsi, dans le méme temps, tuer les microorganismes
et neutraliser une réponse inflammatoire excessive. Ainsi, une expression inappropriée de
PAM peut contribuer a une dérégulation de la réponse inflammatoire et au développement de
pathologies auto-immunes, en modifiant notamment la réponse a I’ADN du soi. En fonction
de I’environnement, les pDCs peuvent avoir des propriétés de tolérance ou au contraire
immunogenes. Récemment a été montré que les pDCs activés par des séquences CpG
promouvaient la différenciation en cellules Th17 anti-tumorales (342).

La production importante d’IFN-a par les pDCs en réponse a des acides nucléiques du soi a
¢été impliquée dans plusieurs pathologies auto-immunes telles le lupus systémique (LES) et le
syndrome de Gougerot Sjogren. Une signature IFN a été retrouvée dans le sang et les tissus

des patients atteints de ces pathologies. Une augmentation de I’infiltration cutanée et rénale de
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pDCs a été retrouvé chez les patients LES. La production d’IL-6 et d’IFN-a par les pDCs
promeut la survie et la différenciation des lymphocytes B auto-réactifs. Dans le LES, les
anticorps anti-nucléaires produits abondamment et déposés dans les tissus sont a 1’origine de
I’inflammation. Les acides nucléiques des complexes immuns produits se lient aux récepteurs
Fcg-RIla et induisent ainsi la production d’IFN-a via 1’engagement des TLR7/9 des
endosomes.

L’étude des pDC semble étre intéressante au regard de la signature [FN de type 1 retrouvée
dans la peau des patients HS. Les pDCs pourraient ainsi jouer un réle primordial dans le stade
infra-clinique de I’HS avec une synthése massive d’IFN de type 1 a I’origine d’une
inflammation cutanée de type Th1 IFN-y.

Cependant, dans notre étude in situ, nous avons montré une diminution significative des
transcrits LL-37 et des cellules Th17 dans la peau des patients HS par rapport aux peaux
inflammatoires. Les lésions HS sont caractérisées par une inflammation récurrente ou
chronique avec parfois une absence de cicatrisation. Dans le LES, 1’hydroxychloroquine
augmente le pH intra-cytoplasmique et empéche ainsi la maturation et I’acidification des
endosomes et inhibent les pDCs et la production d’IFN-a. Si I’implication des pDCs dans
I’HS se confirmait, un traitement précoce dans I’HS, au stade infra-clinique, pourrait réduire

la production d’IFN de type 1 et I’initiation de I’inflammation cutanée.

V - Role des facteurs environnementaux

Dans de nombreuses pathologies auto-inflammatoires, le facteur environnemental joue un role
prépondérant dans le déclenchement de la pathologie chez des sujets prédisposés
génétiquement. Plusieurs facteurs environnementaux sont associés a I’HS, tel le tabac et

I’obésité. L’expression de PAM peut étre influencée par les taux de vitamine D provenant de
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I’alimentation ou de 1’exposition solaire (316). Il a été montré que la forme active de vitamine
D3 (1,25(0OH),D3) induisait I’expression de CCR10 par les lymphocytes T, leur permettant
alors de migrer vers la peau (343). De plus, quelques cas de patients HS améliorés par des

UVB/UVA ont été reportés.

AhR est une voie d’étude intéressante, faisant un lien entre la perturbation de la balance
régulation/inflammation et I’environnement. AhR est une protéine cytosolique qui nécessite
la fixation d’un ligand pour devenir facteur de transcription et induire I’expression de geénes
cibles. Apres la fixation d’un ligand, AhR change de conformation puis passe du cytosol vers
le noyau, ou il se dimérise avec ARNT. C’est le complexe AhR et ARNT qui agit sur des
genes cibles afin de permettre la transcription puis la traduction de protéines. AhR jouerait
un role majeur dans la production d’IL-22 (344)(345)(135)(134). De nombreux ligands
d’AhR ont été décrits et notamment des xénobiotiques (TCDD ou 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxine), des hormones et certains polluants contenus dans la cigarette. Or, le tabac et
I’obésité sont des facteurs associés de poussées de maladie de Verneuil (197). On sait
¢galement qu’il y a plus de femmes atteintes que d’hommes, que la maladie débute a la
puberté et peut s’améliorer lors des grossesses et a la ménopause, suggérant un facteur

hormonal dans la physiopathologie de la maladie de Verneuil.

AhR est exprimé a la fois par les lymphocytes producteurs d’IL-22 et [L-17, mais également
par les Treg. En fonction de I’environnement cytokinique, hormonal et des xénobiotiques, la
différenciation des lymphocytes T naifs se fait en faveur des lymphocytes Th17 ou des Treg,
ce qui joue sur la balance inflammation/régulation (346).

On peut émettre I’hypothése que les ligands d’AhR pourraient aggraver ou accélérer le cercle
vicieux décrit dans I’HS. Ainsi, des co-cultures entre lymphocytes T et kératinocytes HS ou
de témoins sains, en présence ou non de ligands d’AhR, pourraient étre réalisées. Les études

de la production de cytokines et chémokines en luminux dans les surnageants de co-culture,
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de I’expression de PAM par les kératinocytes en qRT-PCR, ainsi que le phénotype T induit
en ICS, permettraient d’analyser un role de 1’environnement dans la balance inflammation

versus régulation.

Ces données suggerent que 1’environnement pourrait influencer 1’expression de PAM et la
balance inflammation/régulation et ouvrir la voie a d’autres axes thérapeutiques potentiels.
Dans ce but, les études d’AhR et de NOTCH, et des composés pouvant moduler leurs voies

sont importantes. Ainsi, des traitements ciblés pourraient étre développés.
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Conclusion

L’hidrosadénite suppurée est une maladie fréquente, de physiopathologie encore mal
comprise, et de traitement difficile.

La collaboration entre I’équipe 16 de I'unit¢ INSERM U955 avec les services de
dermatologie, d’histologie et de chirurgie plastique de 1’hopital Henri-Mondor, permet la
création d’une large cohorte de patients HS ainsi que la collecte de prélévements sanguins et
cutanés permettant 1’étude phénotypique et fonctionnelle. De nouvelles techniques ont été
mises au point au sein du laboratoire.

L’ensemble de ce travail suggere 1’existence d’un cercle vicieux dans I’hidradénite suppuré.
Le défaut intrinséque de production de PAM par les kératinocytes aboutit a une prolifération
microbienne. Cette « surcharge » microbienne induit une inflammation dans des zones riches
en glandes apocrines. Les kératinocytes ne peuvent induire la production d’IL-17 et IL-22 par
les lymphocytes mémoires résidents ou recrutés au site de I’inflammation. La faible
production d’IL-17 et d’IL-22 exacerbe le défaut de production de PAM. De plus, le défaut
de PAM et de CCL27 ne permet pas le recrutement adapté et suffisant de cellules T CD4'IL-
17" et T CD4'TIL-22" fonctionnelles, dont la fréquence est augmentée en périphérie. Le défaut
de PAM par les kératinocytes serait a 1’origine de la pérennisation de I’inflammation
chronique dans I’HS.

Ces données ont donc non seulement confirmé notre hypothése initiale, mais nous ont
¢galement fait poser de nouvelles hypothéses scientifiques conciliant nos travaux avec les
connaissances cliniques, épidémiologiques et génétiques publiées dans la littérature. Des
études transcriptomiques et génétiques sont en cours pour confirmer 1’implication de la voie

IL-17/IL-22/PAM.
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Ce projet allie plusieurs aspects scientifiques afin de mieux comprendre la physiopathologie
de I’HS dans son ensemble. Une meilleure compréhension de la physiopathologie de cette

maladie permettrait d’envisager de nouvelles voies thérapeutiques.
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Résumé

L’hidradénite suppurée (HS) est une dermatose inflammatoire chronique récurrente de
physiopathologie inconnue. L’efficacité inconstante des traitements antibiotiques ou
immunosuppresseurs nous a fait poser I’hypothése d’une réponse immunitaire anormale a la
flore commensale cutanée dans I’HS. Le role majeur des lymphocytes Th17 et Th22 dans
cette réponse vis-a-vis de la flore suggere 1’implication de la voie inflammatoire IL-22/IL-
17/peptides anti-microbiens (PAM) dans la physiopathologie de I’HS.

Dans cette étude, nous avons montré que les kératinocytes isolés a partir des prélévements
cutanés lésionnels de patients HS présentaient un défaut de production de PAM aprés une
stimulation par des produits microbiens par rapport a des kératinocytes de témoins sains. Une
diminution de I’expression des transcrits de PAM et de CCL27 a été observée sur des
prélevements de peaux totales HS par rapport a des témoins sains. De plus, les kératinocytes
isolés a partir de la gaine externe des cheveux de patients HS ne permettaient pas de soutenir
un phénotype Thl7. Ainsi nos résultats suggérent un cercle vicieux responsable de la
perpétuation de I’inflammation chronique dans I’HS. En effet, le défaut de PAM permet la
croissance d’une flore microbienne polymorphe. Au niveau du follicule pileux, cette
surcharge microbienne serait a I’origine d’une inflammation. Les lymphocytes T exprimant
CCRO6+ sont recrutés au niveau du site inflammatoire. Cependant, in situ les kératinocytes HS
ne permettent pas de maintenir la production d’IL-17 et IL-22 par les lymphocytes T cutanés.
Ce défaut IL-17 et IL-22 contribuerait au défaut de production de PAM par les kératinocytes.
Malgré des fréquences augmentées des cellules T productrices d’IL-17 et IL-22 dans le sang,
ces lymphocytes T ne sont pas suffisamment recrutés dans la peau, probablement par manque

de chémotactisme secondaire au défaut de PAM et d’expression de CCL27.
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Un défaut de production des PAM et de chémokines par les kératinocytes serait a 1’origine

d’un cercle vicieux inflammatoire dans I’HS.

Mots clefs : Maladie de Verneuil ou hidradénite suppurée/ Lymphocytes Th17-22/ Peptides

anti-microbiens/ Kératinocytes/ Chémokines
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