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Caractérisation de biomarqueurs a partir de données omiques :
approche méthodologique illustrée

Marine-Alexia LEFEVRE (1), Simon DE BERNARD (2), Pierre-Emmanuel JOUVE (2), Jean-
Francois NICOLAS (1), Laurent BUFFAT (2), Julien NOURIKYAN (2), Marc VOCANSON (1)

(1) CIRI-Centre International de Recherche en Infectiologie, Equipe « Immunologie de 1’ Allergie cutanée et
Vaccination », Inserm, U1111, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, UMR5308, Ecole Normale Supérieure de
Lyon, Univ Lyon, F-69007, Lyon;(2) AltraBio SAS, 30 rue Pré Gaudry, 69007 Lyon, France

courriél : marc.vocanson@inserm.fr; julien.nourikyan@altrabio.com

L’omique fait référence a différentes technologies permettant de suivre un grand nombre de
molécules de fagon non ciblée. Parmi ces molécules, on retrouve notamment ’ADN (génomique),
I’ARN (transcriptomique), les protéines (protéomique), les métabolites (métabolomique),... Ces
approches permettent, a présent, de caractériser I’effet de molécules/traitements sur différentes
cellules, de caractériser des mécanismes moléculaires pathologiques, d’évaluer de nouveaux

modeles de peaux, d’étudier le microbiote d’individus, ...

Cette vision globale, non biaisée, de ’ensemble des voies impactées a conduit en une utilisation
grandissante des approches omiques pour I’identification de biomarqueurs a des fins de diagnostic,

de monitoring, de suivi de réponse, de pronostic, de safety, ...

La caractérisation de biomarqueurs a partir de données omiques requiert toutefois, afin d’étre
robuste, ’utilisation de méthodologies analytiques particuliéres, spécifiques et complexes. Apres
le traitement de ces données afin de les rendre comparables au sein d’une étude donnée, différents

types d’analyses peuvent étre réalisés :

o Les analyses non supervisées consistant en la visualisation, sans a priori, de la
structuration des données générées au sein de 1’étude. Elles permettent d’identifier,
en plus des effets biologiques souhaités, des effets lots, des effets patients, ... qui
devront étre pris en compte et corriges. Parmi ces approches, on retrouve
notamment les analyses en composantes principales, les clustering hierarchiques,
les heat-maps ;
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o Les analyses statistiques différentielles permettant d’identifier les entités
moléculaires différentiellement exprimées de maniére significative entre 2
conditions. Ces approches peuvent étre réalisées au niveau de 1’entité moléculaire
ainsi qu’au niveau de groupes d’entités moléculaires telles que des voies
biologiques ;

o Lesanalyses par classifieur qui permettent, via des approches de machine-learning
telles que les foréts aléatoires, d’identifier des signatures moléculaires capables de
discriminer différents groupes d’intérét.

Ces différentes approches seront présentées et illustrées sur la base d’un cas concret : le diagnostic
de I'eczéma allergique de contact (EAC) a partir de données transcriptomiques. Depuis plusieurs
années, 1’équipe « Immunologie de 1’ Allergie Cutanée et Vaccination » du Centre International de
Recherche en infectiologie (CIRI) a Lyon, travaille sur la compréhension de la physiopathologie
de ’ECA, ainsi que sur le développement de nouvelles méthodes diagnostiques ou thérapeutiques
de cette maladie. Dans ce contexte, 1’équipe a récemment caractérisé les signatures moléculaires
de patch-tests positifs a différents allergenes de contact (nickel, méthylisothiazolinone,
hydropéroxyde de linalool, amerchol...) ainsi que divers produits chimiques irritants mais dénués
de pouvoir allergisant (SLS, acide nonanoique, cantharidine). Les résultats montrent que 1’analyse
moléculaire des lésions cutanées pourrait permettre de délivrer aux patients suspectés d’allergie un
diagnostic plus fiable que la méthode actuelle, basée sur une lecture visuelle de I'inflammation
cutanée.



27¢™e Cours francophone de Biologie de la Peau ; 13 ¢ Colloque thématique
LYON CoBiP 2021

La protéolyse comme source de biomarqueurs de la cicatrisation

Catherine MOALLI

Laboratoire de Biologie Tissulaire et Ingénierie Thérapeutique (UMR 5305, Lyon)
Courriél : catherine.moali@ibcp.fr

La nécessité de disposer de biomarqueurs reflétant 1’état physiopathologique de la peau n’est pas
évidente au premier abord car la peau est un organe externe qui présente souvent des signes
extérieurs faciles a observer en cas de déréglement. Cependant, 1’état du derme et de I’hypoderme
peut étre difficile a caractériser par une inspection superficielle et, dans certains cas, il serait
bénéfique de disposer d’indicateurs prédictifs de 1’évolution d’une pathologie cutanée (par
exemple pour mieux dépister les carcinomes agressifs). Les biomarqueurs tissulaires ou circulants
ont donc toute leur place en biologie cutanée pour révéler des processus annonciateurs d’une
dérive plus grave ou rendre compte de 1’état des couches inférieures de la peau.

Au cours de cette présentation, nous nous intéresserons a la cicatrisation cutanée et a deux de ses
dérives pathologiques : la fibrose (ex : cicatrices hypertrophiques, chéloides ou fibrose induite par
les formes séveres d’épidermolyse bulleuse dystrophique) et les plaies chroniques (ex : ulcéres
veineux, ulceres de pression ou pied diabétique). La cicatrisation est un processus de remodelage
tissulaire intensif qui peut durer plusieurs semaines, voire plusieurs mois ou années, et fait appel a
de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires. Parmi ceux-ci, les protéases extracellulaires
jouent un réle essentiel en contribuant a la synthése et la dégradation de la matrice extracellulaire,
en activant ou en inactivant des facteurs de croissance et des cytokines et en contrdlant I’état
d’activation des récepteurs cellulaires [1].

Ces protéases sont trés souvent dérégulées, soit en termes d’expression soit en termes d’activité,
dans les plaies fibrotiques et les plaies chroniques. Par exemple, les MMPs (Matrix
Metalloproteinases) sont connues pour contribuer fortement a retarder la fermeture des plaies
chroniques en degradant des composants essentiels de la matrice extracellulaire du tissu de
granulation et en inhibant des voies de signalisation pro-cicatrisantes comme celle du TGF-B [2].
Elles ont également été impliquées dans la sclérodermie, une forme de fibrose généralisée
affectant la peau et les organes internes [3]. D’autres métallo-protéases (BTPs, ADAMTS2, 3 et
14, méprines) sont considérées comme plus spécifiquement pro-fibrotiques car elles favorisent le
dépbt des fibres de collagéne (les composants essentiels du derme normal et fibrotique) et le
maintien d’un taux élevé de TGF-p actif dans différentes situations de réparation tissulaire [4-6].

Ainsi, les protéases par elles-mémes représentent des biomarqueurs potentiels qui peuvent dans
certains cas étre prédictifs du résultat de la cicatrisation [7]. Elles sont également trés intéressantes
pour leur capacité a génerer des fragments de protéolyse pouvant étre fortement augmentés ou
diminués dans les situations pathologiques. Les situations trés inflammatoires telles que les plaies
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chroniques sont particulierement propices et il a ét¢ montré qu’environ 50 % des protéines
identifiées dans un modele d’inflammation cutanée étaient présentes sous forme de produits de
clivage stables [8]. Un exemple intéressant est un peptide issu de la thrombine, une protéase de la
cascade de coagulation elle-méme sujette a la dégradation par d’autres protéases, qui est détecté
dans les exsudats de plaies et semble spécifique des ulcéres infectés qui ne cicatrisent pas [9]. La
fibrose est également un contexte favorable a la protéolyse. L’exemple le plus connu concerne les
produits de maturation et/ou de dégradation des collagenes, tels que les N- et C-propeptides des
collagenes I et III ou le domaine C5 de la chaine a3 du collagéne VI, qui sont des biomarqueurs
circulants bien établis de la fibrose de la peau [10] et des autres organes.

Dans la dernicre partie de 1’exposé, nous décrirons les approches de protéomique qui commencent
a étre utilisées pour analyser spécifiquement les fragments de protéolyse dans les plaies et
découvrir de nouveaux biomarqueurs. La technique TAILS (Terminal Amine Isotopic Labeling of
Substrates) semble particulierement pertinente car elle permet d’enrichir les peptides N- ou C-
terminaux des fragments et donc de déterminer précisément ou ont lieu les clivages protéolytiques
et potentiellement d’identifier les protéases impliquées. Elle a déja été utilisée avec succes pour la
mise en évidence de biomarqueurs potentiellement prédictifs de la qualité de la cicatrisation [11].
Une fois les biomarqueurs identifiés, il est possible de les détecter de facon sensible et spécifique
par deux types de méthodes. L’ELISA est la méthode traditionnelle mais elle nécessite de
développer des anticorps spécifiques des fragments (« anti-néo-épitopes ») qui ne sont pas toujours
faciles a obtenir. Une approche alternative de sensibilité équivalente et présentant en plus la
possibilité de multiplexage (pour détecter et quantifier simultanément plusieurs biomarqueurs dans
le méme échantillon) est I'utilisation de la protéomique ciblée (techniques connues sous le nom de
MRM (Multiple Reaction Monitoring) et PRM (Parallel Reaction Monitoring)) [11, 12]. Ces
différentes approches seront illustrées par des exemples.

En résumé, nous n’en sommes probablement qu’au début de I’exploration du potentiel de la
protéolyse comme source de biomarqueurs de la cicatrisation et les différentes approches en cours
de développement nous aideront a aller plus loin dans leur caractérisation et leur validation.
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Sénescence prématureée des fibroblastes dermiques : implication des
microARNSs dans la Progeria

Patrice ROLL

Professeur, Chef de Service de Biologie Cellulaire, Hopital d'Enfants de la Timone ;
264 Rue St. Pierre, 13385 Marseille Cedex 05, France

courriél: patrice.roll@ap-hm.fr

La Progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS, OMIM # 176670) est une maladie génétique tres
rare (incidence: 1 sur 4 a 8 millions) caractérisée par un vieillissement prématuré et accéléré
d’apparition précoce. Le premier signe clinique survenant classiquement apres la premiere année
de vie (12-18 mois), est un retard de croissance staturo-pondéral d’aggravation progressive. Il
s’accompagne de nombreux autres symptomes comme des altérations osseuses, un faciés
dysmorphique, des atteintes musculaires, une lipodystrophie/atrophie...(1) Les atteintes cutanées,
également au premier plan, s’aggravent avec 1’age des patients, et sont caractérisés par une peau
fine et ridée dépourvue de poils, avec absence de graisse sous-cutanée, une alopécie, et des lésions
sclérodermiformes associées a des zones de dépigmentation. En grandissant, ces patients souffrent
d’ostéoporose et d’athérosclérose. IIs décedent vers 1’age de 14 ans, principalement d’infarctus du
myocarde ou d’accident vasculaire cérébral. Dans sa forme classique, cette maladie est due a une
mutation de novo (1824C>T, p.G608G, dans la majorité des cas) du géne LMNA codant les
protéines lamines de type A (2, 3). Les lamines sont des filaments intermédiaires qui sont
exprimées dans le noyau des cellules eucaryotes et qui interagissent avec de nombreux partenaires.
Elles forment un réseau filamenteux plus ou moins dense participant a la constitution de la matrice
nucléaire dont la lamina nucléaire, structure localisée a la périphérie du noyau en interaction avec
I’enveloppe nucléaire. Cette organisation confére au noyau un support structural et participe, entre
autre, a I’organisation de la chromatine et au contréle du « métabolisme » de I’ADN (4).

La Progeria appartient aux laminopathies qui regroupent les pathologies liées aux lamines ou
a leurs partenaires. Les laminopathies sont héréditaires ou acquises, pouvant alors étre d’origine
iatrogéne (traitement par les inhibiteurs de protéase du VIH par exemple) ou néoplasiques. Les
laminopathies héréditaires sont des pathologies rares dues a des mutations soit directement du
géne LMNA (laminopathies primaires), soit d’un géne codant une protéine impliquée dans la
maturation des lamines, telle que ZMPSTE24, ou d’une protéine partenaire des lamines
(laminopathies secondaires). On distingue les laminopathies tissu-spécifiques des laminopathies
systémiques (touchant plusieurs tissus/organes), dont fait partie la Progeria.

Dans la Progeria, la mutation responsable active un site cryptique d’épissage dans 1’exon 11 de
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LMNA, engendrant la synthése d’une protéine anormale appelée « progérine ». La progérine est
une prelamine A (précurseur de la lamine A) tronquée, qui reste anormalement farnésylée et
ancree dans I’enveloppe nucléaire, contrairement a la lamine A sauvage qui est soluble. La
progérine s’accumule dans les noyaux de nombreux tissus et organes au fur et a mesure du
vieillissement du patient. Cette accumulation induit progressivement de trés nombreuses
anomalies nucléaires, dont d'importantes anomalies morphologiques et mécaniques, des agrégats
protéiques nucléoplasmiques aberrants, une décondensation de I’hétérochromatine périphérique,
des anomalies du marquage épigénétique de I’ADN, une dérégulation de nombreuses voies de
signalisation et d’expression de geénes telles que celle de p53, ainsi que des anomalies de
réparation de I'ADN, ou I’accumulation cellulaire de ROS a I’origine d’un stress oxydant (5). Ces
anomalies sont a ’origine de I’apparition d’une sénescence cellulaire prématurée contribuant au
vieillissement prématuré et accéléré des patients.

Les modifications chromatiniennes qui apparaissent au cours de la Progeria sont a I’origine de
modifications profondes de I’expression génique participant aux altérations des fonctions
cellulaires. Elles sont potentiellement a 1’origine d’altérations de 1’expression des microARNS
(miARNS) dans les cellules des patients. Les miARNSs sont des petits ARNs non codants (19 a 25
nucléotides) impliqués dans la régulation de 1’expression des genes. Ils s’hybrident classiquement
sur la partie 3’UTR d’ARNm cibles, provoquant leur dégradation ou I’inhibition de leur synthese
protéique. 1l existe a ce jour pres de 2650 mMIARNs prédits chez 1’Homme
(http://www.mirbase.org/) parmi lesquels un certain nombre déja décrits comme impliqués dans la
régulation de grandes voies de signalisation et fonctions cellulaires.

A ce jour, peu de travaux ont été réalisés pour étudier le réle les miRNAs dans la Progeria (6).
L un des rares miARNS étudies, miR-9, cible les transcrits de la prélamine A et de la progérine. Il
inhibe ainsi 1’expression de la progérine dans les neurones des patients ou il est fortement exprime,
expliquant le développement cognitif normal observé dans la Progeria (7).

Les travaux de notre équipe intitulée « Vieillissement, Prénylation et Cancer », au sein de
I’Unité INSERM/Aix Marseille Université 1251 « Marseille Medical Genetics » (Dir : N. Lévy)
visent 1/ a identifier et évaluer des approches thérapeutiques dans la Progeria et les syndromes
apparentés et 2/ a identifier de nouveaux mécanismes physiopathologiques dans ces maladies rares
du vieillissement, avec pour objectif secondaire de transférer nos découvertes dans le domaine du
vieillissement physiologique et des pathologies associées. Dans ce cadre, I’un de nos objectifs est
de mieux de comprendre le role des miARNSs dans ces syndromes.

Dans ce but, nous avons reéalisé une étude consistant a établir un profil d’expression de
miARNs (miRNome) a partir de cultures primaires de fibroblastes dermiques de patients atteints
de Progeria. Nous avons identifié 14 miARNs dérégulés chez les patients : 8 surexprimés et 6
sous-exprimés. Parmi ces miARNs dérégulés, nous en avons étudié¢ deux d’une méme famille
(miR-376a-3p and miR-376b-3p), surexprimés dans les fibroblastes dermiques de patients, en
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raison de leur lien possible avec les mécanismes physiologiques potentiellement impactés et le
phénotype clinique dans cette maladie. Nous avons montré par des études in vitro utilisant des
approches par transfection de miARNs (mimics) ou d’antimiRs, que ces 2 mMiIARNs sont
probablement impliqués dans la physiopathologie de la maladie. En effet, ces miARNSs inhibent a
la fois I’autophagie, réduisant ainsi la dégradation de la progérine dans les cellules des patients, et
le cycle cellulaire et la prolifération, en induisant une sénescence cellulaire prématurée.

Ces premiers résultats permettent de mieux comprendre le réle de miARNs dans la Progeria,
dont certains pourraient representer a terme de nouvelles cibles thérapeutiques dans cette maladie
génétique au pronostique tres sombre.
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Autophagie et mort cellulaire

Aurore ROZIERES

INSERM U 1111 et Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon
courriél : aurore.rozieres@univ-lyonl.fr

La peau représente une barriere physique servant de premiére barriere de défense contre les différents éléments de
I’environnement extérieur comme les pathogénes, les stress mécaniques, les stress chimiques ou autres. Le
microenvironnement cutané est ainsi déterminé par de nombreux facteurs tels que le pH, la température, I'humidite, le
niveau de sébum, le stress oxydatif, I'alimentation, les cellules immunitaires résidentes et I'exposition infectieuse, la
peau doit ainsi faire face a de nombreuses contraintes environnementales. En effet, elle se caractérise comme un
organe avec un fort taux de renouvellement cellulaire associé a un environnement pauvre en nutriment pour lequel le
maintien la balance survie cellulaire et mort cellulaire représente un élément clé du maintien de I’homéostasie cutanée.
Parmi les mécanismes associés au maintien de cette balance homéostatique, 1’autophagie se place un mécanisme clé.
En effet, ’autophagie est une voie catabolique essentielle de la cellule permettant la dégradation et le recyclage
d’éléments cytosoliques par la voie lysosomale. Il existe trois types d’autophagie : la macroautophagie,
microautophagie et I’autophagie médiée par les chapperones qui différent essentiellement par le mécanisme impliqué
pour I’apport du matériel au lysosome. La macroautophagie est, a I’heure actuelle, le mécanisme le mieux décrit dans
les cellules eucaryotes. En effet, la macroautophagie, communément appelée autophagie, permet la séquestration
d’importantes portions du cytoplasme dans des vésicules a double membrane, les autophagosomes. Ce contenu
cytoplasmique est, suite a la fusion des autophagosomes avec des lysosomes, dégradé au sein d’autolysosomes. Outre,
son role dans le maintien de I’intégrité cellulaire et de survie, 1’autophagie participe a la dégradation des
pathogenes/antigenes et a la diversité du répertoire peptique présenté dans un processus nommé dans ce cas précis
xénophagie (Munz et al. 2016). Dans les cellules mammiféres, la régulation de I’autophagie implique des dizaines de
protéines, dont les protéines ATG (AuTophaGy-related). La fonction spécifique de 1’autophagie dans la fonction
cutanée est un élément encore peu décrit. En effet, des données récentes de la littérature ont permis de mettre en
évidence le role de nombreuses protéines associées a la fonction autophagique comme ATG5, ATG7, ATGI6LI...
dans la biologie des cellules cutanées comme les kératinocytes, les mélanocytes et les cellules immunitaires et des
défauts de cette fonction sont associées a de nombreuses pathologies humaines cutanées incluant des pathologie, auto-
immunes ou encore des cancers. Ces études mettent en avant : i) autophagie est un mécanisme majeur du controle de
la balance survie cellulaire/mort cellulaire des cellules cutanées et maintien de I’intégrité cutanée ; ii) spécialisation
fonctionnelle de 1’autophagie dépendante du type cellulaire ouvrant ainsi un nouveau champ d’application dans le

domaine de la biologie cutanée.

13



27¢™e Cours francophone de Biologie de la Peau ; 13 ¢ Colloque thématique
LYON CoBiP 2021

Différenciation kératinocytaire, atopie et sénescence
Michel SIMON

INSERM-Université Toulouse 111, U1056, Toulouse
courriél : michel.simon@inserm.fr

La différenciation kératinocytaire est un phénomene orienté au cours duquel les kératinocytes issus
de I'assise basale expriment sequentiellement un grand nombre de protéines spécifiques, comme la
cornéodesmosine ou les membres de la famille des « S100-fused type proteins ». Tout au long de
leur migration vers la surface, de 3 a 4 semaines chez I’homme, ils subissent une série de
remaniements structuraux pour se transformer en kératinocytes épineux puis granuleux. Ces
derniers contiennent dans leur cytoplasme de nombreux granules, dits de kératohyaline, et des
structures tubulo-vésiculaires issues de 1’appareil de Golgi, les corps lamellaires. L’étape ultime, la
cornification, est un véritable processus de mort cellulaire programmée qui aboutit a I’empilement
de cornéocytes constituant la couche la plus superficielle dite couche cornée. Celle-ci permet a
I'épiderme de remplir sa fonction vitale de barriere multiple entre I'individu et son environnement
grace a sa grande résistance mécanique et sa capacité a adsorber une partie des especes réactives
de I’oxygene (ROS), limiter les déperditions hydriques, réduire la pénétration du rayonnement UV
et empécher celle des allergénes et des micro-organismes. QOutre la disparition du noyau et des
organelles cellulaires, la cornification se caractérise par I'élaboration d'une véritable coque
protéique péricellulaire, l'enveloppe cornée, la transformation des desmosomes en
cornéodesmosomes et ’agrégation des filaments intermédiaires de kératines en une matrice
fibreuse compacte. Cette derniére est facilitée par la filaggrine. Le contenu des corps lamellaires
est pour sa part déversé dans les espaces intercellulaires : lipides responsables de 1’étanchéité de la
couche cornée, peptides anti-microbiens, protéases et inhibiteurs de protéases, etc. Pour assurer
efficacement sa fonction, la couche cornée reste hydratée quelle que soit I’humidité ambiante,
grace au Facteur Naturel d'Hydratation. Celui-ci est formé de la combinaison de molécules
hygroscopiques et en particulier d’acides aminés et de deux de leurs dérivés, 1’acide pyrrolidone
carboxylique et 1’acide urocanique. Ce dernier contribue aussi a la photo-protection. Ces acides
aminés sont issus principalement de la dégradation totale de la filaggrine consécutive a sa
dissociation de la matrice fibreuse.

Au cours de cet exposé, a) je rappellerai les bases moléculaires du programme d’expression
génique qu’est la différenciation du kératinocyte en pointant certains des marqueurs de chaque
étape, b) je décrirai les principales modifications de ce programme de différenciation observees
dans I’épiderme des patients atopiques avec I’objectif d’identifier des bio-
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marqueurs de la maladie, et ¢) je discuterai des observations récentes concernant le vieillissement
de la peau.

Bibliographie

Revues Générales

- Elias PM.Primary role of barrier dysfunction in the pathogenesis of atopic dermatitis. Exp
Dermatol, 27(8):847-851, 2018.

- Le Lamer M, Pellerin L, Reynier M, Cau L, Pendaries V, Leprince C, Méchin MC, Serre G, Paul
C, Simon M. Defects of corneocyte structural proteins and epidermal barrier in atopic dermatitis.
Biol Chem, 396:1163-1179, 2015.

- Henry J, Toulza E, Hsu CY, Pellerin L, Balica S, Mazereeuw-Hautier J, Paul C, Serre G, Jonca
N, Simon M. Update on the epidermal differentiation complex. Front Biosci (Landmark Ed).
17:1517-32, 2012.

- Candi E, Schmidt R, Melino G. The cornified envelope: a model of cell death in the skin. Nat
Rev Mol Cell Biol, 6(4):328-40, 2005.

- Madison KC. Barrier function of the skin: "la raison d'étre” of the epidermis. J Invest Dermatol,
121:231-240, 2003.

- Rawlings AV and Matts PJ. Stratum corneum moisturization at the molecular level: an update in
relation to the dry skin cycle. J Invest Dermatol, 124:1099-11, 2005.

Travaux originaux récents

- Reynier M, Allart S, Goudouneche D, Moga A, Serre G, Simon M, Leprince C. The actin-based
motor myosin Vb is crucial to maintain the epidermal barrier integrity. J Invest Dermatol,
139:1430-1438, 2019.

- Tsoi LC, Rodriguez E, Degenhardt F, Baurecht H, Wehkamp U, Volks N, Szymczak S, Swindell
WR, Sarkar MK, Raja K, Shao S, Patrick M, Gao Y, Uppala R, Perez White BE, Getsios S, Harms
PW, Maverakis E, Elder JT, Franke A, Gudjonsson JE, Weidinger S. Atopic Dermatitis Is an IL-
13-Dominant Disease with Greater Molecular Heterogeneity Compared to Psoriasis. J Invest
Dermatol, 139:1480-1489, 2019.

- Hu L, Mauro TM, Dang E, Man G, Zhang J, Lee D, Wang G, Feingold KR, Elias PM, Man MQ.
Epidermal Dysfunction Leads to an Age-Associated Increase in Levels of Serum Inflammatory
Cytokines. J Invest Dermatol, 137:1277-1285, 2017.

- Shibagaki N, Suda W, Clavaud C, Bastien P, Takayasu L, lioka E, Kurokawa R, Yamashita N,
Hattori Y, Shindo C, Breton L, Hattori M. Aging-related changes in the diversity of women's skin
microbiomes associated with oral bacteria. Sci Rep, 7:10567, 2017.

- Pellerin L, Henry J, Hsu CY, Balica S, Jean-Decoster C, Méchin MC, Hansmann B, Rodriguez
E, Weindinger S, Schmitt AM, Serre G, Paul C, Simon M. Defects of filaggrin-like proteins in
both lesional and non-lesional atopic skin. J Allergy Clin Immunol 131:1094-1102, 2013.

15



27¢™e Cours francophone de Biologie de la Peau ; 13 ¢ Colloque thématique
LYON CoBiP 2021

Interactions neuro-immunes cutanées : implication dans la
dermatite atopique
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La dermatite atopique est une pathologie inflammatoire chronique de la peau affectant 15% des
enfants et 7% des adultes. Elle est caractérisée par un prurit et des Iésions inflammatoires cutanées
causées par une hypersensibilité anormale a des substances environnementales habituellement
inoffensives (1). L’étiologie de la dermatite atopique est multifactorielle, impliquant facteurs génétiques,
environnementaux, réponse immune de type 2 exacerbée et dérégulation de la fonction barriere de la
peau (2-4). Un déficit de la barriere épidermique dés les premiers mois de vie favorise le
développement de la dermatite atopique (2,3). Les mutations de génes impliqués dans cette fonction
barriére tel que le géne de la Filaggrine (4,5) n’intéressent qu'une minorité de patients. D’autres
facteurs contribuent probablement a la perte de la fonction barriere de la peau, au développement
d’une forte réponse immune de type 2 avec production d’'IgE et IgG: spécifiques d’allergeénes (comme

I'acarien Dermatophagoides farinae) et méritent d’étre étudiés (6-7).

Relations entre nociception, neurones sensitifs et dermatite atopigue.

La peau est innervée par un réseau intriqué de neurones sensitifs nociceptifs (nocicepteurs) (8) dont
la fonction premiere est la transmission de signaux de température, de douleur et de prurit a la moelle
épiniére et au cerveau dans le but d’'induire une réponse comportementale appropriée de défense
(prévention d’éventuelles lésions tissulaires) ou de grattage (pour retirer d’éventuels irritants a la
surface de la peau). Un travail récent de classification des sous-types de neurones sensitifs, basé sur la
technique de séquencage d’ARN a permis d’identifier une sous-population unique de nocicepteurs
peptidergiques exprimant le canal ionique « transient receptor potential vanilloid 1 » (TRPV1) et le géne
Tacl (9), codant pour le précurseur commun de deux neuropeptides : la substance P et la neurokinine
A (10). Ces nocicepteurs peptidergiques pourraient étre impligués dans la dermatite atopique par le
biais du déclenchement du prurit et du réflexe de grattage mais leur r6le exact n’est que partiellement
compris (11). Cette hypothése est soutenue par le fait qu'on retrouve de grandes quantités de

neuropeptides, en particulier la substance P, dans le sérum des patients en comparaison a des sujets
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sains, leur taux étant corrélé a la gravité clinique de la maladie (11). Par ailleurs, des données récentes
ont montré que les nocicepteurs, en plus de leur réle de transmission sensitive, sont aussi de puissants

régulateurs de la réponse inflammatoire (12).

Relation entre réponse des mastocytes aux neuropeptides et dermatite atopigue.

Les mastocytes sont des cellules du systétme immunitaire inné impliquées dans différentes
pathologies allergiques, dont la dermatite atopique (13,14). Des travaux récents ont montré que les
mastocytes cutanés arborent une signature transcriptionnelle spécifique de génes codants pour des
neurorécepteurs de la famille des Mas-related G protein-coupled receptors (MRGPR) (15,16), dont
« Mrgprb2 », le récepteur aux molécules cationiques telles que la SP (16), grace auquel les mastocytes
pourraient communiquer avec certains nocicepteurs. Le récepteur MRGPRX2 (orthologue humain de
Mrgprb2) est aussi le principal récepteur aux molécules cationiques des mastocytes cutanés humains
(17). N. Gaudenzio et son équipe ont réecemment montré que I'activation des mastocytes, médiée par
MRGPRX2 chez I'homme ou Mrgprb2 chez la souris, entraine un profil de dégranulation mastocytaire
rapide suivie du développement d’'une réaction inflammatoire locale intense in vivo (18). Par ailleurs,
des taux élevés de chymase (une protéase libérée majoritairement par les mastocytes de la peau et
impliquée dans la dégradation des jonctions étanches (19)) sont retrouvés dans le sérum de patients

atteints de dermatite atopique en comparaison a celui de patients psoriasiques (20).

Résultats expérimentaux récents : Les mastocytes et les neurones sensitifs interagissent au niveau

de la peau pour réquler le développement de la dermatite atopique.

N. Gaudenzio et son équipe ont récemment démontré que des allergenes domestiques de type
« acariens », tels que Dermatophagoides farinae, ont la capacité d’activer directement les nocicepteurs
peptidergiques de la peau exprimant TRPV1, via leur activité cystéine-protéase. Ainsi activées, ces
fibres nerveuses vont libérer de la substance P qui activera les mastocytes en se liant a leur récepteur
Mrgprb2. Suite a leur activation, les mastocytes vont libérer des médiateurs pro-inflammatoire qui
permettront l'initiation d’'une réponse immunitaire de type 2 pathogénique et le développement de
séveres lésions cutanées ressemblant a de la dermatite atopique humaine. Ces travaux démontrent
que les mastocytes et les nocicepteurs forment au niveau de la peau des « unités sensitives » capables
de détecter la présence d’acarien et de déclencher le développement d’'une dermatite atopique (21). lls
suggerent aussi fortement que les interactions neuro-immunes pourraient devenir de nouvelles cibles

potentielle dans le traitement et/ou la prévention de la dermatite atopique.
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Transcriptomique de la peau sensible
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La peau sensible est un syndrome défini par la manifestation de sensations désagréables (sensations de
picotement, de brilure, de douleur, de prurit) en réponse a un stimulus qui, en général, n’induit pas ce
genre de sensations (Misery et al., 2017). La peau sensible réagit de facon excessive a différents facteurs
tels que : des facteurs physiques (les rayons ultraviolets, la température), des facteurs chimiques (comme
les cosmétiques ou l'eau), des facteurs environnementaux (la pollution), des facteurs psychologiques
(stress, émotions) ou des facteurs hormonaux (comme les cycles menstruels) (Farage et al., 2006;
Primavera and Berardesca, 2005; Saint-Martory et al., 2008). L’étude de ce syndrome devient essentielle
parce qu’il affecte approximativement 60-70% des femmes et 50-60% des hommes (Farage, 2019).

Les nombreuses publications existantes sont essentiellement des études épidémiologiques. Cependant,
des études récentes mettent en évidence une neuropathie des petites fibres chez les patients ayant une
peau sensible (Buhé et al., 2016; Huet et al., 2018). Seulement deux études transcriptomiques ont été
publiées a ce jour (Kim et al., 2014; Yang et al., 2017). Une comparaison de peaux sensibles a des peaux
« non sensibles » permet la mise en évidence de genes différentiellement exprimés. Ainsi, une
dérégulation de la transcription dans certaines voies de signalisation comme la voie PI3K — Akt ainsi que
les voies de I'adhérence cellulaire et des récepteurs de la matrice extracellulaire est mise en évidence
(Yang et al.,, 2017). Il a aussi été montré un dysfonctionnement de la contraction musculaire et de
I’'hnoméostasie métabolique liée a une carence de l|'adiponectine (Kim et al.,, 2014). Ces résultats
fournissent des indices intéressants pour une meilleure compréhension de la pathophysiologie des peaux
sensibles. Dans une revue générale, nous avons discuté des résultats obtenus par ces deux études et de
possibles voies physiopathologiques suggérées par ces travaux et pouvant étre impliquées dans la
pathogénese des peaux sensibles (Bataille et al., 2019).

En conclusion, les peaux sensibles sont multifactorielles. L’identification de voies potentiellement
impliquées dans la pathogénese des peaux sensibles sont des clés essentiellement pour une meilleure
compréhension de ce syndrome et ainsi trouver des traitements thérapeutiques adaptés.
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Role des mastocytes et des IgE dans ’inflammation cutanée
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Les anticorps de type IgE sont la classe la moins abondante d’anticorps dans le sang (jusqu’a
100000x moins abondants que les 1gG). Cependant, ces anticorps sont présents en quantité plus
importante chez les sujets allergiques et jouent un rdle clé dans le déclenchement des réactions
allergiques (Balbino, Conde et al., 2018) (Gould & Sutton, 2008).

Les mastocytes sont des cellules immunitaires présentes dans de nombreux tissus, et notamment
ceux exposés a I’environnement comme la peau (Kalesnikoff & Galli, 2008). Ces cellules ont la
particularité de posséder de nombreux granules cytoplasmiques remplis de médiateurs préformés,
et notamment des protéases (chymases, tryptases) et de I’histamine. Les mastocytes sont
particulierement connus pour leur réle dans les maladies allergiques. En effet, les mastocytes
expriment le récepteur de haute affinité aux anticorps de type IgE, le FceRI. Chez les sujets
allergiques, des IgE reconnaissant I’allergéne sont en permanence liés a ce récepteur a la surface
des mastocytes. En cas de ré-exposition a I’allergéne, la liaison de 1’allergéne a ces IgE a la surface
des mastocytes entraine I’activation du récepteur FceRI. Ceci aboutit a la libération de 1’histamine
et des autres médiateurs contenus dans les granules cytoplasmiques, un mécanisme connu sous le
nom de dégranulation et qui est responsable des symptomes immédiats de 1’allergie (Kalesnikoff
& Galli, 2008) (Galli, Tsai et al., 2008).

Lors de ce cours, nous évoquerons comment cette propriété des IgE et des mastocytes est utilisée
dans le diagnostic de certaines pathologies inflammatoires et allergiques au niveau de la peau.
Nous discuterons ensuite le role potentiel des IgE et des mastocytes dans plusieurs maladies
inflammatoires cutanées : dermatite atopique, urticaire chronique spontané, mastocytose et
certaines allergies.

Les IgE, les mastocytes et I’histamine sont des cibles thérapeutiques de choix dans ces diverses
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pathologies. Un anticorps thérapeutique anti-IgE (omalizumab) est par exemple utilisé dans le
traitement de 1’urticaire chronique spontané (Chang, Chen et al., 2015). Son mécanisme d’action
dans cette pathologie sera en particulier évoqué.

Finalement, nous discuterons de 1’utilité physiologique du systéme IgE/mastocytes au niveau de la
peau. En effet, des données expérimentales chez la souris indiquent que les mastocytes et les IgE
pourraient ider a limiter les effets inflammatoires et toxiques de certains composants de venins et
de produits irritants, ce qui représenterait un systéeme de défense ancestral (Galli, Starkl et al.,
2017) (Reber, Sibilano et al., 2017).
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Biomarqueurs de la dermatite atopique
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Alain Rémond

e n'est pas tous les jours
‘ que ce billet peut s’enor-
gueillir d’'un scoop. Ne

croyez pas pour autant que je
prenne la grosse téte: je dois ce
scoop a un lecteur, que je salue
bien bas. Et que me révéle ce
scoop ? Eh bien, tout simple-
ment, la véritable origine du
coronavirus. Je parle de l'origine
géographique. Alors que nous
sommes tous persuadés qu’il
nous arrive de Chine, il se trouve
qu’il vient en réalité d’Italie. Et
ce lecteur le prouve. Il me ren-
voie en effet au 37¢ album d’Asté-
rix, Astérix et la Transitalique,
publié en octobre 2017. En voici
V’intrigue: pour prouver le bon
état des voies romaines, un cer-
tain Lactus Bifidus, responsable
desdites voies, décide d’orga-

niser, encouragé par César, une

 Ave, Coronavirus!

grande course de chars, ouverte &
tous les peuples de 'empire, qui
traverserait toute I'Italie, du nord
au sud. Obélix et Astérix s’ins-
crivent, le premier comme pilote
en chef, le second comme copi-
lote. Mais le super-favori, pro-
grammé pour gagner la course,
est un grand champion qui porte
toujours un masque et qui s’ap-
pelle... Coronavirus. Parfaite-
ment, mesdames et messieurs:
Coronavirus. En réalité, dansle
civil, il s’appelle Testus Stérone,
Coronavirus étant en quelque
sorte son nom d’artiste. Et quand
il enléve son masque, il a la téte
d’Alain Prost. Ainsi donc, en oc-
tobre 2017, Coronavirus faisait
son entrée en scéne, lancant son
char sur les routes italiennes. La

« Transitalique», hélas, est deve-
nue une épreuve mondiale.

tiré de La Croix du 5/02/2020
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Microbiome cutané et I'inflammation
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Le microbiote cutané est le second du corps humain en masse comme en diversité.
Distribué dans le stratum corneum de I’épiderme, mais aussi dans les annexes cutanées telles que
le follicule pileux et les glandes sébacées ou sudoripares il forme une interface vivante entre
I’environnement et le milieu intérieur. Soumis a l’influence des facteurs environnementaux
(température, hygrométrie, ultra-violets, cosmétiques, polluants atmosphériques...) et liées a I’hote
(comportement, alimentation, immunité innée et adaptative, hormones et neurohormones, régions
et caractéristiques physico-chimiques de la peau ...), le microbiote cutané est une structure
dynamique dont on est encore loin d’avoir défini la nature exacte. Les premieres études du
microbiome cutané réalisées par Grice et al.! démontraient la présence 19 phyla et plus de 500
especes bactériennes avec une majorité de microorganismes appartenant aux genres
Corynebacterium, Propionibacterium (aujourd’hui Cutibacterium) et Staphylococcus. En plus des
bactéries, ce microbiote comporte une large population fungique (essentiellement des espéces du
genre Malassezia), un important virome formé aussi bien de virus ADN (Papilloma et herpes
virus) que de bactériophages, et méme comme démontré récemment une population d’archées
représentant jusqu’a 4,2% de I’ensemble?3, La composition de ce microbiote varie trés fortement
selon les zones cutanées et leurs caractéristiques (séche, humide, grasse). S’ajoute a cette situation
une forte variabilité inter-individuelle®. On s’éloigne donc de plus en plus de la vision rassurante et
simpliste des flores commensales et transitoires, bénéfiques et opportunistes, d’autant que
certaines especes comme Staphylococcus aureus font partie des deux catégories, que le portage
sain d’espéces pathogeénes (Neisseria meningitidis, Papillomavirus...) concerne une part
importante d’individus et que des especes dites « commensales » comme Staphyloccus epidermidis
s’avérent pouvoir acquérir un comportement pathogene sous I’effet de facteurs locaux®®. De fait,
une des propriétés longtemps ignorée des microorganismes est I’existence d’une régulation fine, et
donc d’une variation dans le temps de leur virulence et de leur activité inflammatoire. Ainsi, la
présence, comme démontrée par analyse métagénomique, n’est pas synonyme d’activité, et seules
des analyses métatranscriptomiques, voire métabolomiques et physiologiques seront en mesure de
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fournir une image reelle des molécules microbiennes capables d’agir sur I’inflammation cutanée.

Les premiéres indications d’un lien entre inflammation cutanée et microbiote sont
anciennes et sont méme a 1’origine du terme « endotoxine » pour désigner le lipopolysaccharide
(LPS) présent dans la membrane externe des bactéries a Gram négatif. Ces bactéries, comme les
Pseudomonas, peuvent représenter jusqu’a 60% de la microflore cutanée des zones humides telles
que le plis du coude (fosse cubitale)®. Utilisé souvent au singulier, le terme « LPS » devrait
réellement 1’étre au pluriel, car une méme bactérie exprime simultanément plusieurs formes du
LPS et peut en changer la structure en quelques minutes. Ceci est d’autant plus important que, si la
plupart des LPS sont capables d’étre reconnus par les récepteurs de type « myeloid differentiation
factor 2 / Toll-like 4 » (MD2/TLR4) et d’induire I’expression de cytokines pro-inflammatoires,
d’autres se lien préférentiellement a des récepteurs de type TLR2, voire ne présentent aucune
activité inflammatoire’. En fait les récepteurs TLR2, sont généralement plus spécialisés dans la
reconnaissance de 1’acide lipotéichoique exprimé dans la membrane des bactéries a Gram positifs,
voire avec les TLR1 a la liaison de lipopeptides d’origine fungique. D’autres récepteurs de type
Toll (TLR5) détectent la flagelline qui forme le flagelle des bactéries mobiles ainsi que les acides
nucléiques d’origine bactériens et viraux (TLRs 3,7,8,9). Une autre catégorie de récepteurs, NOD
1 et 2, reconnaissent le peptidoglycane qui entre dans la composition de la membrane des bactéries
a Gram positif comme a Gram négatif®. L’ensemble de ces récepteurs est donc capable de lier
différentes molécules ou fragments de molécules qui forment I’enveloppe des microorganismes et
d’induire une réponse inflammatoire. Le microbiote est aussi une source de toxines et de peptides
capables d’activer directement ou indirectement la réponse mastocytaire. Toutefois, malgré le
million de microorganismes présents en moyenne a la surface de la peau, celle-ci est par chance
rarement en état d’inflammation chronique. On connait encore trés mal les mécanismes impliqués
dans I’établissement de cette tolérance immunitaire mais des études récentes indiquent qu’elle
serait etroitement liée a la sélection pendant la période néonatale d’une population de lymphocytes
T régulateurs®.

On commence en revanche a comprendre plus précisément les liens étroits existants entre
la Substance P, médiateur peptidique bien connu de I’inflammation cutanée, et le microbiote. Ceci
repose sur la démonstration au cours des 20 derniéres années de la capacité des bactéries a détecter
des hormones et neurohormones. Il a ainsi été demontré que des souches cutanées de S. aureus, S.
epidermidis, Bacillus cereus ou P fluorescens sont capables de détecter la Substance P libérée dans
la peau par les fibres sensorielles de type C et d’y réagir par une augmentation massive de leur
virulence et/ou de la production de biofilm*2, Dans le processus d’inflammation neurogéne, la
libération de Substance P peut étre accompagnée de celle de Calcitonine-Gene —Related-Peptide
(CGRP), et S. epidermidis est aussi capable de répondre a ce peptide dés des concentrations femto-
molaires®!4, Stimulant la vasodilation des capillaires et une extravasion plasmatique, la Substance
P comme le CGRP peuvent induire une augmentation locale de peptides natriuretiques d’origine
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plasmatique et libérés par les cellules endothéliales qui sont aussi capables d’agir sur le
développement et la virulence de bactéries cutanées telles C. acnes et S. aureus®®. Enfin trés
récemment, il a ét¢ démontré que I’adrénaline et la noradrénatine libérées par les terminaisons
nerveuses sympathiques, particulierement abondantes dans la peau, peuvent agir aussi sur la
physiologie de C. acnes qui pourrait ainsi servir de relais dans les effets du stress psychologique
dans ’acné'®. Le mécanisme d’action des hormones et neurohormones au niveau bactérien a été
aujourd’hui en partie caractérisé'®!’. L’ensemble de ces travaux a conduit a intégrer pleinement le
microbiote bactérien dans I’ inflammation neurogéne'®, voire dans des perturbations cutanées telles
que le syndrome de peau sensible. En revanche, tout reste a explorer dans ce domaine en ce qui
concerne les réles potentiels des microbiotes fungiques, archéens ou viraux.
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Constellation psoriasis : quoi de spécifique ?
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Au cours de la derniere décennie, la prise en charge du psoriasis a connu un changement de
paradigme. Grace aux connaissances croissantes sur la pathogénése du psoriasis, des traitements
ciblés a l'aide d'anticorps monoclonaux ont été mis au point. Ces anticorps, qui ciblent la voie
pathogéne TNF/IL-23/IL-17, se sont avérés sirs et efficaces dans la prise en charge de la plupart
des patients atteints de psoriasis en plaques chronique modéré a sévere. Récemment, des études
moléculaires et génétiques sur le psoriasis pustuleux et érythrodermique ont permis d'identifier des
voies inflammatoires supplémentaires, ce qui prouve que le psoriasis est une maladie hétérogéne et
souligne la nécessité d'une caractérisation personnalisée de la maladie pour optimiser le traitement.
Je passerai en revue ces avancees, ferai le point sur l'arsenal thérapeutique actuellement
disponible, discuterai des perspectives d'avenir et des promesses de la médecine personnalisée
dans le domaine du psoriasis.
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Développement de la glande sébacee
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Le développement normal et le bon fonctionnement des glandes sébacées (GS)
contribuent a 'lhoméostasie cutanée. Ainsi, des altérations du nombre ou du métabolisme
des GS sont impliquées dans un certain nombre de maladies cutanées, notamment au
cours de I'acné, la dermatose inflammatoire la plus fréquente?.

Les GS sont des glandes holocrines multilobulées dont la principale fonction est de
sécréter du sébum, une substance huileuse composée d’'un mélange de lipides et de
débris cellulaires. Le réle du sébum est de participer au rbéle de barriere de I'épiderme,
notamment en contribuant aux fonctions d’imperméabilisation, de thermorégulation, de
régulation du pH, de protection vis-a-vis des radiations UV et du stress oxydant, et de
défense antimicrobienne. Par ailleurs, il assouplit et lubrifie la peau et les poils?2.

Les GS sont présentes sur toute la surface cutanée a I'exception des paumes et des
plantes. Elles constituent, avec le follicule pileux, l'unité pilo-sébacée, la principale
annexe associée a I'épiderme. Néanmoins, les GS peuvent également se développer
indépendamment de l'unité pilo-sébacée en s’abouchant directement a
I'épiderme (glandes de Meibomius au niveau des paupieres, grains de Fordyce au niveau
des muqueuses, glandes sébacées aréolaires). La taille et la densité des GS varie en
fonction de la localisation et du type d’unité pilo-sébacée (de petite taille au sein des
follicules terminaux et lanugineux et de grande taille au sein des follicules sébacés qui
prédominent dans les régions séborrhéiques du visage et du tronc)*°.

Les GS comportent une couche cellulaire externe faite de cellules progénitrices
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proliférantes, tandis que les sébocytes différenciés riches en vacuoles lipidiques se
concentrent progressivement au centre de la glande. Ce sont ces cellules qui, en
mourant, vont libérer le sébum qui va circuler dans le canal sébacé, puis dans la zone
jonctionnelle et l'infundibulum avant d’atteindre la surface de I'épiderme. Le temps de
maturation est estimé a 7 a 14 jours que ce soit chez I’hnomme ou chez la souris?®.

Chez 'homme, les GS commencent a se développer vers la 12¢M¢ semaine de vie
embryonnaire, tandis que la sécrétion sébacée débute entre la 13 et la 16™ semaine.
Le développement des GS est étroitement couplé avec la morphogénése du follicule
pileux comme le montre I'alopécie cicatricielle survenant chez les souris asebia qui ont
des GS hypoplasiques du fait d’'une mutation du géne de la SCD1 (stearoyl CoA
desaturase-1)’.
Depuis plus d’'une trentaine d’années, plusieurs cherchent a comprendre comment
I'épiderme et ses annexes se développent et sont maintenus®?®. La formation des GS est
contrblée par plusieurs voies de signalisation qui interagissent de facon complexe.
L’identité et la localisation des cellules souches et progéniteurs sébacés reste un sujet
non completement élucidé. Ainsi, il a été montré grace a des modeles murins
transgéniques que plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la
différentiation des GS et des canaux sébacés, parmi lesquels SOX9, Lefl, GATAG,
cMYC, JunB, TFAM ou bien encore la signalisation de 'lEGFR.
Initialement, les cellules exprimant BLIMP1 ont été prises pour des progéniteurs de la
GS*0, cependant de nombreux travaux ont par la suite montré que BLIMP1 marquait en
fait des cellules différenciées dans de nombreux compartiments épidermiques®.
SOX9 est, par contre, le premier facteur de transcription nécessaire a I'établissement des
GS durant la morphogenése de l'unité pilo-sébacée'?. Au cours du développement
embryonnaire, des progéniteurs positifs pour LRIG1 vont émerger a partir des cellules
souches exprimant SOX9, se localiser a la partie supérieure de l'unité pilo-sébacée et
participer au maintien de I'infundibulum, de la zone jonctionnelle et des GS*3. LRIG1 est
une protéine transmembranaire marqueur des cellules souches de I'épiderme humain qui
régule négativement la voie de signalisation ErbB/EGF' et est, par ailleurs, régulé
indirectement par la B-caténine via le facteur de transcription cMyc'®6. Plus récemment,
le rbéle des cellules exprimant le facteur de transcription GATA6, également issues des
cellules souches positives pour SOX9, a été montré dans la maintenance et la
différentiation de la zone jonctionnelle, des canaux sébacés et de la partie supérieure des
GS'"18 La morphogenése correcte des GS dépend également d’'un bon fonctionnement
de la chaine respiratoire mitochondriale puisque I'absence du facteur de transcription
TFAM entraine une hypoplasie sébacée majeure®. Par ailleurs, la formation de GS
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ectopiques a été montrée a la suite de l'inactivation de JunB?° ou a I'expression du
transgéne ANLefl?! dans les kératinocytes exprimant K14. Enfin, a I'age adulte, le
renouvellement homéostatique des GS repose également sur les cellules souches
exprimant LGR622.

S’il est dorénavant admis que les GS se développent a partir d’'un certain nombre de
progéniteurs engagés dans la différentiation sébacée??, il reste a déterminer comment
ces populations interagissent, si elles sont fonctionnellement et phénotypiquement
différentes, et si ces données sont également applicables aux GS chez ’'homme.
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L’¢épiderme interfolliculaire est naturellement doté d’une grande capacité de renouvellement et de
régénération, qui est assurée grace a la présence de cellules souches et de progeéniteurs
kératinocytaires au sein de sa couche basale. Dans la peau humaine, il est généralement admis que
ces deux compartiments cellulaires exercent des fonctions complémentaires. Les cellules souches
constituent les garants a long terme de 1’intégrité de 1’épiderme, alors que leur descendance directe
qui correspond a la population des progéniteurs assure une production continue de kératinocytes
qui alimente sur le court terme la dynamique de renouvellement des couches différenciées de
I’épiderme. Cet ensemble comprenant les cellules souches et les progéniteurs peut étre désigné par
le terme plus général de ‘précurseurs’. Le potentiel d’organogenese des précurseurs
kératinocytaires est exploité pour la bio-ingénierie d’organoides cutanés tridimensionnels destinés
au secteur de la R&D industrielle, et de substituts de peau destinés au domaine clinique de la
médecine régénératrice [1]. Notamment, le développement de stratégies de greffes autologues de
substituts de peau produits en culture est historiquement exemplifié par le traitement des grands
bralés [2,3], et plus récemment par une approche combinant thérapie cellulaire et génique pour la
régénération de 1’épiderme entier d’un patient atteint d’une génodermatose [4].

La notion de ‘biomarqueur’ est centrale pour le domaine de la biologie des précurseurs de
I’épiderme humain et ses applications dans celui de la bio-ingénierie des organoides et substituts
cutanés. En premier lieu, la recherche de criteres phénotypiques finement discriminants permettant
d’identifier et trier a partir d’échantillons de peau différentes sous-populations de precurseurs
enrichies en cellules souches ou en progéniteurs [5,6] est susceptible de contributions majeures
pour progresser dans la connaissance de I’identit¢ moléculaire et des propriétés fonctionnelles
spécifiques de ces cellules [7]. Un second aspect important concerne notre aptitude a promouvoir
I’expansion de précurseurs kératinocytaires en culture, qui constitue une étape nécessaire pour les
approches de reconstruction cutanée [8]. Dans ce contexte, la notion de biomarqueur s’applique
notamment a objectiver le résultat biologique de I’expansion cellulaire, en terme de quantification
des précurseurs, mais aussi sur un plan qualitatif, les propriétés et fonctionnalités des cellules
obtenues ne devant pas étre altérées [8,9].

L’exposé s’appuiera en particulier sur des concepts et résultats scientifiques issus des
travaux du laboratoire.
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Biomarqueurs de radiosensibilité cutanée

Jérome LAMARTINE
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Courriél : jerome.lamartine@univ-lyon1.fr

La peau, du fait de sa localisation anatomique, est un tissu particulierement exposé aux stress
externes qu’il s’agisse de stress chimiques, thermiques ou radiatifs. Les rayonnements auxquels
notre organisme est exposé sont multiples : ils comprennent les rayonnements non-ionisants
(électromagnétiques, infrarouges, ultraviolet, lumiéres des écrans) ou ionisants (rayons X ou
gamma) qui sont les plus énergétiques et a priori les plus nocifs pour nos tissus. Nous sommes
exposés en permanence a de trés faibles doses de rayonnements ionisants d’origine naturelle
(rayons cosmiques, radons, radioactivité des roches, alimentation) alors que les expositions a des
fortes doses de rayons X ou gamma sont heureusement beaucoup plus rares. Les traitements du
cancer par radiothérapie constituent la principale source d’exposition a de fortes doses de
radiations ionisantes. Ces traitements sont efficaces mais génerent des effets secondaires
notamment au niveau cutané, premier tissu touché par une irradiation externe. Les effets
secondaires cutanés sont généralement bénins et transitoires (rougeurs, desquamation) mais
peuvent étre plus séveres et persistants (fibroses, nécroses voire carcinomes radio-induits) chez 10
a 15% des patients traités, ce qui démontre une grande variabilité de la sensibilité cutanée aux

radiations ionisantes d’un individu a un autre.

Il a été observé lors d’études déja anciennes [1] une bonne corrélation entre la radiosensibilité
clinique des patients et la radiosensibilité des cellules issues de biopsies de ces patients. Le test de
référence pour évaluer la radiosensibilite cellulaire consiste a etudier la survie clonogénique des
cellules irradiées, notamment les fibroblastes cutanés, a différentes doses de rayons X ou gamma.
D’autres approches basées sur 1’évaluation de la toxicité cellulaire des radiations (mort
apoptotique ou formation d’anomalies chromosomiques) ou le comptage des cassures double-brins
de I’ADN apres irradiation sont utilisées principalement sur les lymphocytes sanguins.
Récemment, 1’équipe de Nicolas Foray au CRCL a Lyon a montré que la vitesse de transit de la
protéine ATM du cytoplasme au noyau pouvait étre corrélée a la survie clonogénique des
fibroblastes irradiés et a proposé un test de pronostic basé sur cette observation [2].
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Néanmoins, ces diverses méthodes nécessitent 1’isolement et la culture des cellules de patients, ce
qui est relativement long et complexe et rend ainsi difficile leur utilisation en routine pour du
pronostic clinique. Dans ce contexte, la recherche de nouveaux biomarqueurs moléculaires de
radiosensibilité individuelle est un enjeu majeur. En effet, certains marqueurs moléculaires
(variants d’ADN ou d’ARN) peuvent étre analysables sans culture cellulaire préalable, ce qui
permettrait d’identifier rapidement les patients a risque élevé d’effets secondaires graves et de leur
proposer des protocoles de radiothérapie plus personnalisés. Le développement des approches de
criblage génomique a haut débit (séquencage du génome, analyse du transcriptome, du méthylome,
du protéome, du secrétome) laisse espérer que de tels biomarqueurs pourront prochainement étre
identifiés et utilisés dans des tests de diagnostic de I’hyper-radiosensibilité. Notre équipe contribue
a cet effort de recherche en étudiant, par des méthodes d’analyse génomique, des échantillons
cellulaires de patients atteints de syndromes génétiques leur conférant une forte radiosensibilité [3]
ou de patients issus de la population générale mais ayant développés des séquelles tardives apres
radiothérapie [4]. L’analyse du transcriptome de fibroblastes cutanés de patients cliniqguement
radio-sensibles nous a permis d’identifier une signature d’expression génique pouvant
potentiellement étre utilisée dans un test clinique simple (Dulong et al. En préparation). Au dela
des tests pronostics, ces études a large spectre ouvrent des perspectives pour tenter de mieux
comprendre les bases moléculaires et cellulaires de la radiosensibilité individuelle, qui est
clairement multiparamétrique. Nous devons encore valider les diverses hypotheses mécanistiques
gue nos travaux récents ont permis de proposer, notamment en ce qui concerne la réparation de
I’ADN et la mort cellulaire.

L’identification de nouveaux marqueurs moléculaires de radiosensibilité ouvre la voie a la mise en
place de tests de pronostic. Il reste néanmoins plusieurs étapes a franchir pour passer a
I’application clinique : détection des biomarqueurs sur des échantillons prélevés de fagon non
invasive (salive, urine, cheveux par exemple) et validation du caractére prédictif des signatures
moléculaires par des études prospectives. Enfin, on peut espérer que I’intégration des données
génomiques nous donnera une vision plus précise des mécanismes contribuant a la toxicité
cellulaire et tissulaire des radiations ionisantes dans le tissu cutané.
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Histoire d’eau
ou l’interprétation quantique du role de I’eau dans le vivant

Laurent VANDANJON
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Courriél : laurent.vandanjon@univ-ubs.fr

Le monde scientifique s’accorde pour affirmer que la vie provient des océans. Plus précisément,
des découvertes récentes [1] semblent prouver la théorie de Michael RUSSEL, astrobiologiste du
laboratoire Jet Propulsion (Caltech, USA), selon laquelle la vie serait apparue sur les fonds marins
autour des sources hydrothermales. A ces endroits régnent des conditions particulieres qui ont pu
étre reproduites expérimentalement et qui ont permis aux chercheurs d’obtenir des molécules
organiques simples au milieu d’un flux de protons issus de réactions d’oxydo-réduction
(serpentinisation). Ces réactions ne peuvent se produire que sur la paroi interne de gouttes d’eau.
En effet, tout se joue aux interfaces et c’est la tension de surface qui permet a des molécules qui
réagissent difficilement de fusionner pour former des molécules plus complexes. On peut donc
affirmer dans 1’état actuel des connaissances scientifiques que les microgouttes d’eau s’imposent
comme de parfaites protocellules et c’est ainsi que serait apparue la vie, il y a 3,5 milliards
d’années. D’autre part, 1’apparition des premicres algues unicellulaires remonte a 1,2 milliards
d’années et celle des macroalgues marines a 500-600 millions d’années. Sachons profiter de cette
chance de disposer encore a notre époque de ces organismes vivants qui contiennent tout ce dont
ont besoin les organismes plus récents dans 1’évolution.

En toute logique, il est donc permis de penser que toutes les substances primordiales (les briques
¢lémentaires et I’information) se trouvent dans les algues et dans 1’eau (le cycle de 1’eau fait que
nous buvons de nos jours les mémes molécules d’eau que les dinosaures). Travaillant depuis de
nombreuses années sur la valorisation par bioraffinage des algues, j’ai constaté que la plupart des

recherches sont orientées vers 1’extraction de molécules a activité biologique et ne s’intéressent
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pas vraiment a 1’eau cellulaire des algues. Au contraire, on séche les algues par lyophilisation ou
d’autres moyens pour améliorer leur stockage et leur durée de conservation afin d’éliminer I’eau
qui est pourtant le constituant majeur de 1’algue.

On peut comparer I’eau des algues a la seve des plantes terrestres, ¢’est un jus riche en nutriments
et un véritable concentré d’eau de mer. Or, les bienfaits de 1’eau de mer sont connus depuis
longtemps ; René QUINTON, physiologiste du début du XXeme siéecle, avait déja remarqué les
similitudes entre la composition chimique de I’eau de mer et celle du plasma sanguin humain [2].
Cela D’avait conduit a fabriquer un plasma marin a ’origine de prouesses thérapeutiques a
I’époque. Dans le méme esprit que Quinton, notre idée est de concevoir un serum équilibrant et
reminéralisant a partir du suc natif d’algues extrait mécaniquement a froid, filtré puis dilué jusqu’a
I’isotonie.

Ce sérum étant tres riche en eau, il nous est apparu intéressant de mettre a profit les résultats de
nos travaux au LBCM ([3] sur la structure et les propriétés de I’eau interfaciale pour accroitre le
potentiel vitalisant des extraits algaux. Nous avons notamment montré 1’influence de champs
¢lectromagnétiques sur la modification de 1’angle de liaison H-O-H et du nombre de liaisons
hydrogéne par spectrométrie de fluorescence et spectroscopie Infrarouge (FT-IR), ainsi qu’une
action sur les nanobulles de gaz et les colloides par diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic
Laser Scattering DLS). Plus récemment, nous avons confirmé les résultats obtenus par Pollack [4]
concernant la structure de 1’eau interfaciale au voisinage de matériaux hydrophiles (Nafion) en
observant au microscope la Zone d’Exclusion et son évolution sous I’effet de rayonnements
Infrarouges. Nous avons ensuite réalisé des analyses complémentaires en spectroscopie Raman qui
nous ont permis de rejoindre les conclusions de Pollack sur une structure des molécules d’eau en
«nids d’abeille ». L’interprétation de ces résultats nécessite de s’appuyer sur les modéles de la
physique subatomique (électrodynamique quantique). C’est ainsi qu’on peut comprendre que I’eau
interfaciale serait un vecteur de transmission de 1’information (transfert d’électrons) grace a un
agencement dynamique en domaines de cohérence [5]. Et si certains pouvaient reprocher a cette
vision d’étre purement théorique, aujourd’hui ce n’est plus le cas. Les preuves expérimentales sont
la [6] avec la mise en évidence par spectroscopie laser ultrarapide (107 s) de la trajectoire d’un
électron hydraté en milieu confiné. Or le cytoplasme intracellulaire ne constitue-t-il pas un milieu

confiné dans lequel 1’eau se trouve sous forme interfaciale ?
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Fonctionnalisation des biomatériaux

Jean-Daniel MALCOR
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courriél : jean-daniel.malcor@ibcp.fr

Les biomatériaux sont omniprésents en médecine, servant désormais d’élément de base pour des
dispositifs médicaux (tests in vitro pour diagnostiques, supports pour thérapies cellulaires), pour
des systémes d’administration de médicaments (microcapsules injectables, systéme transdermaux)
et pour des implants (pacemakers, prothéses). De nombreux facteurs sont a prendre en compte lors
de la conception de biomatériaux, comme les propriétés mécaniques, la dégradabilité, la
biocompatibilité, la microstructure, ou encore I’interaction du biomatériau avec les tissus et
cellules in vivo. Certaines de ces propriétés essentielles sont obtenues par modification de la
surface de ces biomatériaux. Par exemple, en particulier pour les implants et les protheses en
titane, les surfaces peuvent étre traitées pour augmenter la solidité et empécher toute dégradation.
La fonctionnalisation par des molécules biologiquement actives peut également augmenter
I’efficacité de I’administration de médicaments, en greffant par exemple des composés ciblant
spécifiquement un tissu ou un type de cellule sur des nanoparticules, nanocapsules, micelles ou
dendriméres. De maniere plus pertinente pour 1’ingénierie tissulaire de la peau, I’introduction de
composés actifs sur les biomatériaux destinés a étre ensemencés par des cellules est une stratégie
extrémement prometteuse pour promouvoir la régénération de tissus Iésés.

En ingénierie tissulaire, I’intégration et 1’efficacité des biomatériaux dépend des interactions entre
les cellules composant le tissu ciblé et la surface de I’implant. Le guidage de la réponse cellulaire
joue un réle vital dans la performance de ces biomatériaux. Cependant, les biomatériaux bruts
échouent jusqu’a présent a reproduire le microenvironnement physiologique des cellules.
L architecture tridimensionnelle, les propriétés mécaniques et les signaux biologiques de ce
microenvironnement sont naturellement déterminées par la matrice extracellulaire (MEC), dont
I’interaction avec les cellules est d’une importance fondamentale pour la plupart des procédés
biologiques [1]. Bien que de nombreux biomatériaux ont pour élément de base des composants de
la MEC, ceux-ci doivent subir des traitements chimiques afin d’obtenir des propriétés mécaniques
adéquates. Par exemple, le collagéne, le principal constituant de la MEC tres largement utilisé en
ingénierie tissulaire (et en particulier pour la bioingénierie de la peau) [2, 3], doit étre réticulé afin
de génerer un biomatériau stable [4]. Cette réticulation modifie les sites de liaisons du collagene
pour les récepteurs cellulaires, aboutissant a des interactions cellules/biomatériau insuffisantes et a
un tissu incomplétement reconstruit. Ceci est également le cas pour les biomatériaux comportant
d’autres composants tels que les protéoglycanes (décorine, biglycan, fibromodulin...), les
glycosaminoglycanes (acide hyaluronique, sulfate de chondroitine...), d’autres protéines de la
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MEC (fibronectine, laminine, perlecan...) ou encore des polymeres comme le chitosane ou le
poly(éthylene glycol). Ainsi, il existe un important besoin de développer des supports
biologiquement actifs capables de soutenir un comportement cellulaire adéquate. Cette activité
biologique peut étre obtenue sélectivement et de maniere contrélée par fonctionnalisation de
biomatériaux inertes par des principes actifs, tout en préservant leur rigidité, élasticité et stabilité

[5].

Dans un premier temps, cette fonctionnalisation permettra d’assurer 1’adhésion et la survie
cellulaire. Suivant I’application souhaitée, la fonctionnalisation est également nécessaire pour
promouvoir la prolifération et la migration de cellules, puis éventuellement leur différenciation en
lignées cellulaires (si des cellules souches sont utilisées) et leur assemblage en tissu ou en organe
fonctionnel. Les molécules greffés sur les biomatériaux afin d’améliorer leur activité biologique
sont souvent des ligands pour les récepteurs exprimés a la surface de cellules présentes dans le
tissu ciblé. Par exemple, pour promouvoir I’adhésion cellulaire, les biomatériaux peuvent étre
fonctionnalisés avec des peptides RGD ciblant certaines intégrines (avf3, a5B1 et allbp3) [6].
Pour réguler la fonction cellulaire, des facteurs de croissance (tels que TGF-B, FGF, BMP-2 ou
VEGF) ou des cytokines sont également utilisés [7]. Par ailleurs, des anticorps peuvent étre greffés
pour capter et recruter spécifiqguement un type de cellule pour la régénération de tissu endommageé
[8]. Une autre stratégie prometteuse consiste a greffer des molécules qui reproduisent certains sites
de liaisons cellulaires de la MEC, comme les peptides triples hélices qui miment la structure
naturelle du collagéne et comportent des sites de liaisons pour les récepteurs au collagéne dans leur
séquence [9].

L immobilisation de principes actifs a la surface des biomatériaux s’effectue par liaison covalente
ou par adsorption. La liaison covalente permet un revétement trés stable, mais la chimie nécessaire
peut s’avérer compliquée et peut apporter des changements qui affectent la fonction du
biomatériau ou de molécules destinées a étre greffées. La liaison covalente s’effectue tres
majoritairement entre chaines latérales d’acides aminés de la protéine constituant le biomatériau
ou une molécule biologiquement active. Ceux-ci peuvent étre des lysines, des glutamates, des
aspartates ou plus rarement des cystéines. Des alternatives existent pour ne pas altérer la séquence
protéique, consistant a introduire des groupements chimiques a la réactivité trés spécifique (par
exemple par click-chemistry ou par exposition aux UV d’un groupement photoréactif). A
I’inverse, I’adsorption est un processus beaucoup plus simple s’effectuant en milieu physiologique,
mais qui est réversible. Une stratégie permettant de contourner ces écueils consiste a combiner une
adsorption passive avec un traitement aboutissant a une liaison covalente [9].
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Les tétraspanines sont une famille de 33 protéines a quatre domaines transmembranaires qui
interagissent entre elles et avec d’autres protéines membranaires telles que des intégrines, des
protéines a domaines immunoglobulines, des récepteurs a facteurs de croissance et a cytokines...
Elles participent ainsi a 1’organisation de réseaux de signalisation a la membrane plasmique des
cellules appelés « Tetraspanin webs ». Ces derniéres années, de nombreuses études se sont
intéressées aux mécanismes moléculaires par lesquels les tétraspanines régulent différents
processus cellulaires tels que 1’adhésion, la migration, 1’invasion et la survie des cellules, ou
encore I’infection par les virus. Elles ont récemment été impliquées également dans la formation et
la fonction de vésicules extracellulaires. Nous nous intéresserons dans un premier temps au réle de
différentes tétraspanines, en particulier les tétraspanines CD9, CD63, CD151, Tspan3c, dans les
mélanocytes de la peau, et en particulier a leur fonction physiologique dans la morphogenése des
mélanosomes, la mise en place de la pigmentation et la migration cellulaire. Puis dans un
deuxiéme temps, nous détaillerons le réle des diverses tétraspanines impliquées dans la migration
et ’invasion des cellules de mélanomes. Enfin, nous verrons comment la Tétraspanine 8 pourrait

constituer un bon marqueur de I’invasion tumorale chez les patients atteints de mélanome malin.
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Applications cliniques des cellules souches mésenchymateuses du
tissu adipeux

Céline AUXENFANS, Lucille CAPIN, Adeline DESANLIS
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courriél : celine.auxenfans@chu-lyon.fr

Le tissu adipeux (TA) est une source reconnue de cellules souches mésenchymateuses, et son accessibilité,
par lipoaspiration, le place au rang de matériel biologique de choix en médecine régénérative. Il présente
I’avantage de pouvoir étre utilisé directement en chirurgie esthétique et réparatrice, mais également comme
source de cellules stromales mésenchymateuses a différents stades de préparation. Les recherches sur ces
cellules souches appelées adipose derived stem/stromal cells ou ASC, ont débuté au début des les années
2000 a I’échelle internationale 1, comme en France2. Elles ont depuis fait leur preuve dans des nombreux
essais précliniques et quelques essais cliniques.

Caractéristiques des ASC: Les ASC partagent les mémes caractéristiques de cellules souches
mésenchymateuses (CSM) de la moelle osseuse. Dans un souci d’harmonisation, 1’International Society for
Cellular Therapy (ISCT) a publié les critéres de définitions minimums pour ces CSM, les cellules doivent
(i) étre adhérentes au plastique en culture in vitro ; (ii) présenter une combinaison d’antigénes de surface
(CD73+, CD90+, CD105+, CD34-, CD45-, CD11b-, CD14-, CD19-, CD79a et HLA-DR-); (iii) étre
capables de se différencier in vitro vers les lignées ostéo-, chondro- et adipogéniques. Contrairement aux
CSM de la MO, in vivo, les ASC expriment le marqueur CD34, cette expression de CD34 est rapidement
perdue en culture. Il n’existe toujours pas de marqueur unique d’identité pour les CSM, le phénotype
consensuel des ASC au sein de la SVF (ASC dites « natives », a ’extraction) peut étre restreint a
I’expression du marqueur CD34 et a ’absence des protéines CD45 et CD31 (soit CD34+/ CD45- / CD31-).
Le marqueur CD271, permet d’isoler des cellules hautement clonogéniques au sein de la SVF3. Les ASC
sont capables de se différencier en de nombreux types cellulaires in vitro et in vivo tels qu’en adipocytes,
cellules des muscles lisses, cardiomyocytes, en cellules des tissus musculo-squelettiques comme les
ostéocytes, myocytes ou encore les chondrocytes. Enfin, plusieurs études ont montré une différenciation
vers la lignée neurogénique. Les ASC sont localisés dans 1 ‘adventice des petits vaisseaux sanguins du tissu

adipeux blanc4.
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Stratégies thérapeutiques : Plusieurs stratégies thérapeutiques sont envisageables a partir des ASC: (i) le
TA issu du lipoaspirat peut étre injecté au site de traitement tel quel ou (ii) aprés digestion du lipoaspirat et
centrifugation sous forme de SVF ; (iii) apres culture d’ASC extraites de la SVF (iv) apres différenciation
des ASC pour obtenir les cellules différenciées du tissu cible (v) ou encore en utilisant des dérivées
acellulaire (surnageant de culture, exosomes, surnageant de lipoaspirat...). Lorsqu’une étape de préparation
et de transformation du lipoaspirat a lieu hors du bloc opératoire, le produit thérapeutique doit répondre a la
réglementation du Médicament de thérapie innovante.

La voie d’administration des CSM dépend de I’effet escompté et de la pathologie a traiter. Les voies
intraveineuse (1V) et intra-artérielle (1A), sont utilisées pour des pathologies a la fois systémiques et locales,
I’injection in situ dans le cas de pathologies uniquement locales. Lors des injections IV ou 1A les CSM sont
rapidement prises au piége dans le réseau vasculaire pulmonaire. Cependant, leur action thérapeutique ne
dépend pas la survie a long terme des ASC injectées suggérant un mode d’action passant par leur
sécrétdme. De plus, Les injections locales d’ASC semblent avoir un effet bénéfique sur 1’inflammation

systémique.

Propriétés immunomodulatrices : Les ASC sont capables de supprimer la réaction lymphocytaire mixte
associée aux réactions allogéniques. et suppriment la prolifération des lymphocytes T. De plus, la sécrétion
par les lymphocytes T de certaines cytokines inflammatoires comme le TNFa, I’IFN [1 et I’IL-12 est aussi
inhibée. C’est la prostaglandine E2 sécrétée par les ASC qui est responsable de cette inhibition
lymphocytaire alors que I'IL10, le TGF-f et I’'HGF n’ont aucun impact sur cette activité
immunosuppressive. Par ailleurs, cette immunosuppression serait aussi liée a I’'IL6 capable d’inhiber la
différenciation des cellules dendritiques, cellules déclenchant la réponse immunitaire adaptative, une
réaction complexe ayant pour acteurs principaux, les lymphocytes B et les lymphocytes T. La PGE2 induit
également une conversion des macrophages en phénotype anti-inflammatoire producteurs d’IL-105.

In-vivo, les ASC sécrétent des facteurs capables d’activer les lymphocytes T régulateurs anti-
inflammatoires et inhiber les lymphocytes T CD4 Thl pro-inflammatoires afin de supprimer la réponse
immunitaire. La prostaglandine E2 est encore une fois impliquée dans ce processus et accompagnée de
I’indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO), I’IL-10 et le TGF-B. Ainsi les interactions cellulaires et les facteurs
sécrétés conduisent a une « rééducation » des cellules immunitaires et induisent 1’apparition de cellules
régulatrices tolérogénes. La sécrétion constitutive d’IDO est faible, par contre elle est fortement induite par
des cytokines proinflammatoires comme I’IFN-y, suggérant la réactivit¢ des CSM a un environnement

inflammatoire6.

Propriétés régénératrices : Les ASC favorisent la régenération tissulaire par le biais de leur sécrétdme. En
effet, lorsqu’elles sont administrées au niveau d’un tissu 1ésé ou malade, les ASC sécrétent des cytokines et
des facteurs de croissance qui stimulent la régénération tissulaire. Cet effet cicatrisant s’explique par la
sécrétion paracrine de facteurs qui vont moduler I’action des principaux acteurs de la cicatrisation. L action
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des ASC sur les kératinocytes est liée a la sécrétion facteurs comme le KGF, EGF et TGF-[1. Le KGF
libéré stimule la mitose des kératinocytes alors que ’EGF et le TGF- B favorisent leur migration et leur
différenciation permettant ainsi la régénération de 1’épiderme. L’EGF, accompagné du PDGF et bFGF
favorise aussi la prolifération des fibroblastes. Les ASC liberent aussi des facteurs angiogéniques tels que le
HGF, le TGF-B et le VEGF qui participent a I’angiogenése et a la néovascularisation des tissus. L’HGF, en
plus de favoriser ’angiogenese, stimule aussi la prolifération des cellules épithéliales, la motilité et la
morphogenése contribuant ainsi a la régénération des tissus.

Le PDGF est lui aussi considéré comme un agent mitotique mais contrairement au VEGF qui agit
sélectivement sur les cellules endothéliales, le PDGF agit lui principalement sur les fibroblastes. Par
synergie avec le VEGF, I’'HGF, I'IGF, I'IL1, le TNFa et le TGF-f, il stimule en effet leur production de
collagene et, accompagné de I’EGF et du bFGF, il favorise leur prolifération. ont montré que les MSC sont
capable de réduire la formation de cicatrices chez la souris, notamment chez la souris via I’'IL-10 qui induit
une diminution de IL-6 et -8 et par conséquent un réduction de la production de collagéne et via ’'HGF qui
est impliqué dans la régulation négative de la fibrose7. De plus, I'ajout de ASC en faible proportion (25%)
dans un modéle de peaux reconstruites améliore la qualité de I'épiderme et du derme empéchant la
sénescence8.

Indications thérapeutiques : Au vue de leurs propriétés, I’intérét des ASC en médecine régénérative ne
cesse de croitre. A ce jour, 181 études cliniques utilisant des CSM du tissu adipeux sont répertoriées sur «
clinicaltrials.gov » en utilisant « adipose mesenchymal stem cell » comme mots-clés. L’Europe réalise 24%
de ces essais (dont 7 en France), les Etats-Unis rassemblent 18% de ces études et I’ Asie de I’est 38% .Ainsi,
les ASC et/ou la SVF les contenant a 1’état natif ont été utilisées dans de nombreuses indications en
médecine régénérative comme le comblement tissulaire, la cicatrisation des plaies chroniques, le traitement
de la brdlure thermique, chimique ou radioinduite, la réparation du cartilage, la reconstruction osseuse, les
accidents vasculaires cérébraux ou encore I’incontinence urinaire. Ces cellules ont également montré des
effets bénéfiques dans le traitement de la GVH, des maladies neuro dégénératives, du diabete, les cicatrices
des cordes vocales, de la sclérose en plaque, de la sclérodermie et dans I’alopécie.

Au niveau cutanée, le mode d'action des ASC passe par i) la modulation immunitaire, ii) inhibition de la
différenciation médiée par TGFP de diverses cellules types en myofibroblastes sécrétant I'ECM par
épithélium & transition mésenchymateuse, iii) inhibition du stress oxydatif, et iv) remodelage de la matrice.
Plusieurs essais cliniques avec 1’injection des CSM sur des plaies ont démontré que les greffes de CSM
soutiennent et favorisent la réparation cutanée a la fois dans les plaies chroniques et aigués, et les prises de
greffe.

Sécurité : Peu d’effets secondaires sont répertoriés suite a 1’injection des ASC cependant il reste des

réticences a l'utilisation des ASC en chirurgie reconstructive apres une tumeur. De plus, il est important de
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sélectionner la zone de prélevement du tissu adipeux et vérifier les pathologies (diabéte, obésité) et
antécédents médicaux des patients, ces facteurs pouvant moduler voire inverser les propriétés des ASC9,10
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Le métabolisme lipidique dans la peau est réduit souvent a la formation des céramides,
témoins de 1’étanchéité de la barrié¢re cutanée.

De plus, comme la peau est en soi un organe complexe, il y a au niveau macro un turnover
lipidique qui accompagne spécifiquement les excrétions solides (cheveux et ongles), les vésicules
intracellulaires (autophagosomes, mitophagosomes, caveolae) (Brown, 2000; Merrill, 2002;
Hakomori, 1998; Tidhar, 2013) et extracellulaires (exosomes) et la production de sébum et le film
hydrolipidique a la surface de la peau .

Ceci montre la complexité du maintien de I’équilibre lipidique dans la peau du point de vue
structural et fonctionnel dans une peau normale et, de surcroit, le déséquilibre croissant dans ce
rhéostat lipidique dans le cas d’une peau vieillissante ou dans un état pathologique tel que 1’atopie
ou I’ichtyose.

Pour mettre en évidence les changements des composants lipidiques ou enzymatiques du
rhéostat lipidique dans divers états ou niveaux cellulaires, il y a des outils méthodologiques de la
biologie cellulaire (lignées cellulaires, cultures 3D, peau reconstruite) en présence des principes
actifs ayant une influence sur diverses classes lipidiques ou sur les systeme enzymatiques qui les
desservent, 1’histologie des cellules et des tissus et le marquage colorimétrique avec des anticorps
specifiques.

Dans ce sens, sont utilisés en laboratoire des marquages colorimétrique type Rouge Nil ou
Oil Red (pour les lipides neutres ou un marquage global et non-spécifique) ou des marquages plus
spécifiques avec des anticorps anti-lipides (ex: Kki67, anti-sphingosine, anti-céramides, anti-
glucoslycéramides, anti-lactosylcéramides, anti-gangliosides) quand ces anticorps existent et ont la
possibilité d’interagir avec le site spécifique dans I’échantillon. De plus, on peut suivre le
métabolisme enzymatique qui conduit a la synthése ou au catabolisme lipidique et dans ce sens les
activités des glucosylceramide synthases, céramidases, ou la STL1 sont déterminées. En
complément, des mises en évidence au niveau protéique et ADN/ARN/mMIiRNA de ces enzymes
sont efectuées. Les changements au niveau lipidique sont corrélés avec la détection au niveau
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humoral (détection des interleukines ou détection des peptides antimicrobiens- cathélicidines). Le
tape-stripping est une meéthode usitée pour extraire facilement les lipides de la couche cornée
(Bleck et al, 1999).

Dans un contexte d’identification des épitopes lipidiques de surface cellulaire, les cellules
préincubées avec des anticorps spécifiques peuvent étre passées en cytometrie de flux avec des
anticorps monoclonaux (exemple dans I’identification des cellules de mélanome avec un anticorps
spécifique pour le ganglioside GD3). Une méthode ancienne qui donne de trés bons résultats
consiste a pré-incuber les échantillons cellulaires ou la peau avec des précurseurs radioactifs
comme la [14C]-sérine dans le cas de biosynthese des sphingolipides dans la peau en présence de
I’actif Lipidessence (Popa et al, 2010).

Feingold et coll. (JLR 2007) ont montré les bases du métabolisme de novo et de recyclage
de certaines classes lipidiques dans la couche basale, suite au processus de différentiation
épidermique et I’obtention d’une couche cornée a la surface de la peau.

Les glycosphingolipides (la totalité des lipides ayant une base sphingoide dans leur
composition) ont un réle important dans le processus conduisant a la formation de la couche
cornée. lls sont susceptibles de former des synapses avec les intégrines et avoir un réle important
dans la communication intercellulaire (Vance et all, 2002), de moduler les protéines de la surface
cellulaire (Ernst and Briigger, 2014), de moduler I’activité des récepteurs de type EGF (Hakomori
et coll, 1998), d’avoir un rdle dans I’autophagie, dans les complexes de type raft (Hellwing et coll,
2018), caveolae ou SNARE (Head et coll, 2014).

Des exemples des effets biologiques des lipides mis en évidence par diverses approches
sont montrés au fur et a mesure dans cette présentation .

Pour commencer, Kendal et coll (2015) ont montré que suite a la supplémentation avec de
I’acide PUFA omega-3 sur des explants de peau, les mediateurs bioactifs lipidiques ayant une
activité anti-inflammatoire sont co-responsables avec tout le systéeme protéique du bon
fonctionnement de I’homéostasie de la peau.

Dans le contexte du derme au cours de 1’age, Tashiro K et coll (2014) ont montré que
certaines classes lipidiques ont une activité biologique importante au niveau intracellulaire et
extracellulaire (signalisation type paracrine locale et a distance). De plus, ils ont montré 1’étroite
corrélation entre 1’accumulation des autophagosomes remplis de lipofucsine et I’apparition de la
dermoporose et la perte d’hydratation du derme.

Par exemple, 1’augmentation de la sphingomyéline dans la peau est synonyme d’une
hydratation a long terme (Haruta-Ono et coll, 2012).

La régulation des génes de la biosynthése lipidique impliquant le rhéostat lipidique pourra
contribuer a la survie cellulaire, a I’autophagie (Tashiro et coll, 2014) dans les cellules agées et a
une bonne adhésion et différentiation épidermique.

De plus, il a été montré que la sphingosine-1-phosphate est biologiquement active dans le
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traitement topique de [1’atopie car elle restaure [’équilibre enzymatique en favorisant
I’accumulation des céramides (Japtok et coll, 2014.). La Phytosphingosine a montré cliniquement
une activité anti-inflammatoire dans le traitement de 1’acné (Pavicic et coll, 2007). Dans un
contexte similaire, la sphingosine 1-phosphate (S1P) stimulée par le resveratrol a induit la
production des peptides antimicrobiens de type cathélicidines (Park et coll, 2013). Le méme
groupe a proposé un mécanisme par lequel cette acticité antimicrobienne est mise en place grace
au rhéostat lipidique et en particulier a la S1P (Parka et coll, 2014).

Concernant I’importance de la signalisation lipidique dans le tissus adipocytaire sous-
cutané, il a été montré dans un modele de souris obeses que dans le tissu adipeux, les muscles
comme dans tous les organes (pancréas, foie), l’activation de 1’enzyme Sptlc2 induit une
accumulation des lipides a base de céramides associée a une résistance a 1’insuline (Chaurasia et
coll, 2016) et que son inhibition avec la myriocine va induire dans tous les organes et la peau une
diminution de cette production lipidique et de I’inflammation par une réduction dans le sérum de
IL-6, MCP-1 et TNf-alpha.

I1 a été montré que divers actifs sont a la base d’une synthése lipidique optimale dans les
tissus cutanés comme dans les fibroblastes et les kératinocytes en présence d’un extrait de
Gromwell (Lithospermum erythorhizon) (Kim et coll, 2012) ou de resveratrol (Park et coll, 2013),
ou de génisteine (K Park et coll,2014), ou de Megaderm® (mélange d’acides gras insaturés
omega-6 et omega-3)(Popa et coll, 2011), ainsi qu’en présence d’un hydrolysat peptidique de
pomme de terre (Popa et coll, 2009) ou de vitamine C (Kim et coll, 2011).

Néanmoins ces lipides de type céramide pourront induire un effet promoteur ou retardateur
d’absorption lors de la délivrance d’actifs via un véhicule liposomal ou dans le cadre d’un systéme
eutectique (Benson, 2005).

Ces exemples ont pour but de souligner encore une fois I’importance des lipides dans la biologie
de chaque cellule de la peau, ainsi que dans le maintien fonctionnel de I’homéostasie cutanée et a
échéance dans la résilience et le traitement global de peau.
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