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« | believe that scientific knowledge has fractal properties;
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however small it may seem,

is just as infinitely complex as the whole was to start with.
That, | think, is the secret of the Universe. »

Isaac Asimov
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Asimov, Arthur C. Clarke, Douglas Adams, Philip K. Dick, Terry Pratchett ont eu de grandes
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de me sermonner comme il se doit !

Je vous souhaite une bonne lecture de ce manuscrit.
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Les réponses immunitaires de la peau sont déclenchées par les cellules dendritiques
(dendritic cells, DCs) qui capturent les antigénes et, apres une maturation induite par des
signaux de danger, contrélent la différenciation des lymphocytes T mémoires pouvant étre
mobilisés en cas de nouvelle exposition a I’antigene [1]. Cette réponse immunitaire crée
localement une inflammation, se traduisant par une vasodilatation, un gonflement, une rougeur,
une sensation de chaleur et une douleur. Ces deux derniers points traduisent une stimulation
des neurones sensoriels au site de I’inflammation, la peau étant densément innervée. Les
neurones sensoriels responsables de la sensation de chaleur et de douleur sont les fibres
sensorielles de type C [2]. Ces fibres jouent un rdle dans la détection de dangers, et peuvent a
ce titre étre activées par les cytokines pro-inflammatoires, libérées par les DCs ou d’autres
cellules non-immunitaires. En réponse, les neurones sensoriels libérent dans la peau des
neuropeptides comme la Substance P (SP) et le Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP).
Outre leur capacité a induire une vasodilatation en agissant sur les cellules endothéliales, les
neuropeptides ont vraisemblablement une influence sur les DCs, bien que celle-ci soit mal

connue, faute de modele adéquat pour étudier ces interactions [3].

De nombreuses substances chimiques sont a méme de provoquer une irritation
(inflammation limitée n’induisant pas de meémoire immunitaire) ou une sensibilisation
(inflammation exacerbée par la contribution des lymphocytes T mémoires). De par leur réle
dans la différenciation des LT mémoires, les DCs sont essentielles a I’initiation de la
sensibilisation lors de la premiére exposition aux composes chimiques. Différents modeles in
vitro servent a évaluer le potentiel irritant ou sensibilisateur d’une molécule. Ces modeles
peuvent étre des monocultures ou des systémes tridimensionnels plus complexes, dotés d’un
épiderme et/ou d’un derme, certains incluant des DCs. Cependant, toutes les composantes de la

peau ne sont pas représentées dans ces modeles, qui excluent notamment I’innervation cutanée.

Notre but était de développer un modele innovant de peau reconstruite in vitro (Tissue-
Engineered Skin, TES) combinant tous les éléments structuraux et fonctionnels de la peau
humaine : un épiderme stratifié, un derme composé d’une matrice de collagene, une pseudo-
vascularisation, une immunocompétence et une innervation sensorielle établie par des neurones
murins (dérivés d’embryons) ou humains (dérivés de cellules souches pluripotentes induites,

iIPSCs). Ce modele de IV-ITES (Innervated and Vascularized immunocompetent Tissue-
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Engineered Skin) permettra de décomposer les étapes de la pathogénése ou d’analyser les effets
subtils de composés chimiques avec une précision inégalée. Ce projet de thése, dans le cadre
d’une cotutelle entre I’Université de Strasbourg, en France, et I’Université Laval, a Québec, a
été realise dans le cadre d’une collaboration entre le Dr. Vincent Flacher, a ’'UPR3572, au CNRS
de Strasbourg et le Dr. Berthod au Laboratoire d’Organogenese Expérimentale (LOEX ;

Université Laval, Québec).
Les neuropeptides ont une influence directe sur la maturation des DCs.

Les DCs utilisées pour nos tests préliminaires en monoculture ont été derivées de
monocytes sanguins humains (MonoDCs), puis activees par du lipopolysaccharide (LPS) en
présence de neuropeptides (SP et CGRP). Le phénotype mature des MonoDCs a été analysé par
cytométrie en flux et quantifie par I’expression de CD86 et CD83. Les résultats ont montré que
la stimulation des neuropeptides ne module pas I’expression de ces marqueurs de maturation.
En revanche, aprés avoir analysé le surnageant de culture par ELISA, les neuropeptides ont
provoqué une diminution de la production de TNF-a, alors que celle de I’'IL-12p70 a été
augmentée. La modulation de la libération de cytokines pro-inflammatoires par les MonoDCs
sous I’influence de neuropeptides renforce I’hypothése selon laquelle I’innervation sensorielle

agit directement sur les réponses immunitaires cutanées.

La construction du modéle de peau reconstruite.

Le modele de peau innervé par des neurones murins, vascularisé et avec un épiderme
stratifié a initialement été développé au LOEX. Mon objectif est d’utiliser ce modele comme
base et d’y incorporer une innervation humaine et un systeme immunitaire. Les neurones
humains sont dérivés d’iPSCs et devront posséder les mémes caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles que les neurones murins. L’ immunocompétence est apportée par des MonoDCs,

dont la différenciation et le phénotypage ont été mis au point a I’lUPR3572.

Le modeéle IV-iTES complet comprend :
- une matrice de collagéne et de chitosan [4],
- des fibroblastes humains, qui complétent la structure de la matrice par leurs sécrétions
de matrice extracellulaire, constituant ainsi un équivalent du derme
- des cellules endothéliales humaines pour établir une pseudo-vascularisation
- un épiderme fait de couches de kératinocytes humains différenciés
- une innervation sensorielle

- une immunocompétence, représentée par les MonoDCs.

Xi
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Ce systeme se devait d’étre mis en place et perdurer dans les deux laboratoires. Ainsi,
un des objectifs de mon projet de cotutelle est de m’assurer que le LOEX integre la culture des
MonoDCs a ses protocoles de route et que toutes les conditions soient réunies pour permettre

I’implantation et le développement du modéle de peau a I’'UPR3572.

Les MonoDCs s’intégrent au modele de peau

Les MonoDCs ont parfaitement pu s’intégrer dans le derme reconstruit, d’apres les
images réalisées en immunofluorescence. L’optimisation du protocole a permis de déterminer
la quantité de cellules a ensemencer. De plus, ces cellules immatures se sont maintenues malgré

le long temps de culture nécessaire pour compléter le modele.

La maturation permet aux DCs d’assurer leur réle de cellules présentatrices de
I’antigéne. Or, nous ne sommes pas parvenus a observer in situ la maturation par le LPS des
MonoDCs intégrés dans le modéle de peau. L’extraction par digestion enzymatique ou
induction de migration des MonoDCs, pour les caractériser par cytométrie en flux, devront étre
optimisées. 1l se peut que les MonoDCs, différenciées en culture 2D & partir de monocytes, ne
puissent pas migrer hors du modéle 3D par défaut de guidage chimiotactique. De
plus, I’hydrocortisone présente dans le milieu de culture, indispensable a la culture des
kératinocytes, pourrait avoir un effet inhibiteur sur la migration et la maturation des DCs. En
ajoutant du CCL21 au milieu de culture et en absence d’hydrocortisone, la migration des
MonoDCs semble améliorée, bien qu’il demeure impossible d’observer leur maturation en
immunofluorescence. Pour confirmer la maturation des cellules, il sera nécessaire d’effectuer

des quantifications de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-o. ou I’'IL-12.

Activation du modeéle

Nous avons choisi d’utiliser quatre substances pour évaluer la capacité du modeéle
innervé et immunocompétent a prédire leur potentiel sensibilisateur. Ces substances ont été
choisies suivant leur classification au test de sensibilisation in vivo LLNA (DNCB, Ethylene
glycole dimethacrylate, Sodium Dodecyl Sulfate, DL-Tartaric Acid, du plus au moins
sensibilisateur). Le LPS a été choisi en tant qu’activateur efficace des DCs et la Capsaicine
(agoniste du récepteur TRPV1, un canal calcique spécifique des neurones sensoriels) pour la
stimulation spécifique des neurones. Les marquages par immunofluorescence montrent que,
quelque soit la condition expérimentale, la structure du modéle et le phénotype des cellules
présentes ne varient pas. En revanche, les analyses par ELISA du surnagent montrent que, dans

les conditions avec Capsaicine, il y a libération de TNF-a, de méme qu’avec les sensibilisateurs

xii
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ou cette libération tend a décroitre avec le potentiel sensibilisateur de la molécule. Cela montre
que le modele de peau innervé, vascularisé et immunocompétent peut prédire le potentiel
sensibilisateur d’une molécule. Pour confirmer ces résultats ; des analyses ELISA d’autres

cytokines pro-inflammatoires et des neuropeptides seront nécessaires.

Les cellules pluripotentes induites humaines se différencient en neurones

sensoriels fonctionnels innervant le modele de peau.

Des cellules souches pluripotentes induites (iPSC) humaines provenant de la plateforme
iPSC du LOEX ont été utilisées pour générer des neurones sensoriels humains d’aprés un
protocole déja existant [5]. Le rendement, la pureté ainsi que la survie des neurones obtenus ont
été augmentes grace aux adaptations apportées au protocole publié. Toutes les cellules, apres
17 jours de différenciation, ont acquis un phénotype de neurones matures, démontré par
I’expression de SP et de TRPV1. Les quantifications de SP et CGRP dans le milieu de culture
ont montré que les neurones humains issus d’iPSCs peuvent libérer ces neuropeptides en cas
d’activation par des agonistes de TRPV1. Cette capacité fonctionnelle, mise en évidence en
monoculture (2D) mais également au sein du modéle de peau (3D), est similaire a celle de
neurones murins. Cependant, les immunofluorescences de coupes transversales du modele de
peau ont montré que les neurones humains n’innervent pas la totalité du derme jusqu’a

I’épiderme, comme le font les neurones murins.

Les DRGs dont sont issus les neurones murins contiennent également des progéniteurs
de cellules gliales, issus de la lignée neurale. Parmi ceux-ci, les cellules de Schwann sont
présentes dans la peau et font office de cellules de soutien et nourricieres. Ce sont également
ces cellules qui créent la gaine de myéline autour des axones de certains neurones, renforcant
I’innervation. Une immunofluorescence dirigée contre la protéine basique de la myéline (MBP)
a permis de mettre en évidence la présence de cellules de Schwann fonctionnelles dans les

modeéles de peau avec innervation murine.

Des cellules de Schwann murines, extraites de moelle épiniere d’embryons de souris,
ou humaines, différenciées a partir d’iPSC [6], ont été utilisées en méme temps que les neurones
humains sur les éponges. Notre protocole optimisé a permis de génerer des cellules de Schwann
a partir d’iPSCs humaines avec un rendement et une pureté augmentée, tout en conservant leur
capacité proliférative. En présence de cellules de Schwann humaines ou murines, les
immunofluorescences sur coupes transversales du modele ont montré une innervation totale du

derme des neurones humains, qui s’étendent jusqu’a I’épiderme. De plus, ces cellules de

Xiii



Résumé

Schwann ont produit de la myéline, ce qui n’a jamais eté démontré dans un modele 3D. Ces
résultats sont I’objet de la publication principale de ce manuscrit de these (Muller et al.), qui est

actuellement en cours d’évaluation apres une serie de révisions.

Finalisation du modéle et perspectives

Un modele de peau innervé par des neurones humains, fonctionnels et innervant
I’épaisseur du derme, a été obtenu, et permet d’envisager une application topique de substances
chimiques Les MonoDCs se sont intégrées efficacement au modéle comprenant des neurones
humains. Les marquages par immunofluorescence ont été pratiqués sur ce modele de peau
humaine et comparés a des coupes transversales de peau normale humaine, Ces résultats ont

montré une répartition et un phénotype adéquats de toutes les populations cellulaires présentes

Les neurones humains sont la composante limitante qui nous empéche, pour le moment,
de réaliser les mémes études fonctionnelles qu’avec les neurones murins. Les neurones humains
nécessitent de long temps de culture et sont disponibles en quantité limitée. La différenciation
fait passer les iPSC par un stade de progéniteurs neuronaux, une population de cellules
multipotentes ayant conservé leur capacité de prolifération. La solution serait de trouver des
conditions de cultures permettant le maintien de ces cellules (amplification, congélation, ré-
amplification) pour ne pas avoir besoin d’iPSC a chaque nouvelle différenciation en neurones.
Cette solution permettrait une meilleure homogénéité dans le processus de différenciation,
puisque les neurones viendraient tous du méme clone de progéniteur neuronal. De plus,
économiquement parlant, moins de facteurs et milieux de différenciation seraient nécessaires.
Enfin, ’UPR3572 ne dispose pas de sa propre plateforme iPSC, comme le LOEX et n’a pas la
technologie pour initier la culture de cellules souches humaines. Cette solution permettrait a
I’UPR3572 d’avoir des progéniteurs neuronaux, venant du LOEX, plus stable que des iPSC et

demandant moins de temps et de milieux de culture pour étre différenciés en neurones.
Conclusion

A la suite de 4 années de recherches, nous avons réussi a recréer un modele de peau
humaine immunocompétente, vascularisee et innervée, avec un épiderme stratifié. Nous avons
également réussi a valider ce modéle avec I’évaluation du potentiel sensibilisateur de composés
chimiques. Nous avons amélioré des techniques de différenciation d’iPSCs humaines en
neurones sensoriels et cellules de Schwann et démontré leurs fonctionnalités au sein d’un

modéle 3D, donnant ainsi lieu a I’écriture et & la soumission d’une publication scientifique.
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Les difficultés a extraire les MonoDCs du modele ont empéché I’évaluation de leurs
influences sur la différenciation des lymphocytes T naifs. Ces cellules de I’immunité adaptative
se trouvent in vivo dans les ganglions lymphatiques. Il était nécessaire de les ajouter hors du
modeéle pour permettre leurs interactions avec les DCs migrant hors de la peau pour modéliser
leurs interactions. Cependant, il est actuellement a I’étude un moyen de mimer une partie de
cette réponse en utilisant le surnageant du modele de peau active, incluant les cytokines

produites par les DCs, comme base de stimulation des lymphocytes T naifs.
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Avant-Propos

Le but premier de I’innervation cutanée est la perception des sensations du toucher, de
la douleur ou de la température. Les neurones cutanés sont en contact avec tous les autres types
cellulaires de la peau et ont donc un r6le a jouer dans la régulation de la physiologie de la peau.
Par la libération de neuropeptides suite a une stimulation, les neurones sont capables de
déclencher une inflammation neurogene. Ces neuropeptides vont avoir un impact sur toutes les
cellules proches des neurones et peuvent induire une vasodilatation microvasculaire, ou méme
une modulation de la maturation de cellules immunitaire [7, 8]. La stimulation neuronale est
donc un élément important, dans la réponse immunitaire, dans le dialogue entre ces deux
systemes, pour la génération ou la régulation de I’inflammation, et dans la détection de signaux
de danger. De plus, systeme immunitaire cutané et systeme nerveux sensoriel ont en commun

I’expression de plusieurs récepteurs aux signaux de danger, comme les TLRs [9, 10].

Nous avons précédemment créé un modeéle de peau contenant des neurones sensoriels
provenant d’embryons de souris. Ces neurones forment un réseau d’innervation dans
I’épaisseur du tissus reconstruit, dans le derme jusqu’a I’épiderme et peuvent produire des
neuropeptides, comme la Substance P [11, 12]. L utilisation de neurones d’origine humaine
permettrait de développer le modéle de peau innervé en le rendant plus fiable, s’affranchissant
de la variabilité inter-espéce, ou en le rendant accessibles aux industries ne pouvant utiliser de

cellules d’origine animale.

C’est ce que nous avons cherché a créer, au travers d’une publication scientifique
soumise le 6 Juin 2018 dans le journal Acta Biomaterialia (REF : AB-18-1400R1) ou je suis

premier auteur avec Marie-Josee Beaudet. Nous avons tous deux participé a la conception, a la
construction et I’achevement des expeériences décrites dans cet article. Thiéry De Serres-Bérard
et Sabrina Bellenfant ont participés a I’acquisition des données expérimentales. Vincent Flacher
a participé I’analyse et I’interprétation des résultats, ainsi qu’a la correction de I’article.
Francois Berthod est a I’origine du projet dans sa conception et dans sa construction. Il a
participé a I’analyse des données, a la rédaction de I’article pour sa soumission et a ses

corrections.

La version soumise a I’éditeur et révisée a la date du 13 Aout 2018, aprés évaluation par

les paires (peer review), est présentée dans la 3° partie des Résultats. La version approuvée a la

XXXVII



Avant-Propos

suite de la seconde révision (09/10/2018, REF : AB-18-1400R1) et sous presse (PMID :
30316025, DOI : 10.1016/j.actbio.2018.10.011) de cet article se trouve en Annexe 8.

Ce travail de these a été précédé d’un d’Master de Neurosciences Cellulaires et
Intégratives de I’Université de Strasbourg, dont le stage de fin d’étude a été réalisé a I’unité
CNRS-UPR3572, a I'IBMC. Au cours de ce stage, j’ai pu apprendre la technique de
différenciation des monocytes humain sanguin en Cellules Dendritiques (MonoDCs)
(Introduction, Partie 5-1 ; Matériel et Méthodes, Partie 2-1-5).

L utilisation de cette technique au sein des autres projets de recherches de I’équipe a
permis la publication d’un article scientifique, Flacher, V. et al., publié en 2015 chez ACS
Chemical Biology (DOI : 10.1021/acschembio.5b00552). Mon implication dans I’ utilisation de
cette technique et dans la production des données expérimentales constituant cet article a été

juge suffisamment importante pour que je fasse partie des auteurs. L article complet se trouve

en Annexe 9.
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Introduction

1- Introduction a la structure cutanée

1-1.  Structure de la peau normale humaine

La peau forme une barriere physique entre I’intérieur et I’extérieur de I’organisme.
D’une surface comprise entre 1,2 et 2 m2 pour un humain adulte, elle représente 16% de sa
masse corporelle en moyenne [13]. La peau permet le maintien de la température et de
I’homéostasie corporelle, c’est une protection contre les UV (ultraviolets, ondes lumineuses
comprises entre 100 et 400 nm) et sa barriere physique imperméable protége contre une

exposition extérieur de bacteéries, virus et toxines [14].

o

.E.I =
e — Epiderme
— TS — A e}
=1 I
A Cerme
4 5 e TP i o coni. (. e oS T
A t, e | Hypoderme
Capillaire
lymphatigue couche
i LY
Matrice cle Coméncytos . e i -y
collagéne '+"u1=!- P r
Couche
Cellules
Dendritigue Cellules de granuleuse
Langerhans ™
mphoCytes —
e Couche
Macrophage — épineuse
Mélanosomes |
Monocyte —
Mélanocytes _|
Fibroblastes — Couche
Kératinocytes basale
Capillaire
sanguin

Figure 1 : Schématisation de la structure générale de la peau normale humaine, avec
I’épiderme, le derme et I’hypoderme.

(A) Agrandissement du derme montrant les fibroblastes, les principales cellules immunitaires,
les capillaires sanguins et lymphatiques. (B) Agrandissement de I’épiderme pour y représenter
sa structure stratifiée, les mélanocytes sécrétant la mélanine dans les mélanosomes (vésicules
de mélanine) et les cellules de Langerhans, cellules immunitaires de I’épiderme. Image issue
de réalisation originale, inspirée de la banque d’images libre de droit Servier Medical Art.
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Elle est composée de 3 structures : I’épiderme, le derme et I’hypoderme (Figurel).
Toutes ces structures sont immunocompétentes et innervées, faisant de la peau a la fois un
organe sensoriel et un organe actif dans la défense contre les pathogenes. Seul le derme et
I’hypoderme possedent une vascularisation, sanguine et lymphatique, servant a la fois a I’apport
en oxygene et nutriments de la peau, mais aussi pour la migration de cellules immunitaires, a

I’intérieur et a I’extérieur de la peau, en cas d’inflammation.

L’hypoderme, densément vascularisé, est principalement composé d’adipocytes dont le
role est de stocker les acides gras et de métaboliser les sucres en triglycérides, responsable de
85% des réserves énergétiques du corps en moyenne. Méme si son réle est indispensable pour
la protection thermique, le stockage calorique sous forme de graisse blanche, et la regulation de
I’inflammation cutané par les adipokines et cellules immunitaires qui s’y trouvent, I’hypoderme

ne sera pas plus développé dans les parties ultérieures.

1-2. L'épiderme

L’épiderme est la couche la plus externe de la peau, responsable de I’imperméabilité de
cette derniére. Il est majoritairement composé de kératinocytes (90%), cellules issues de la
lignée ectodermique, dont les cellules souches apparaissent au niveau de I’embryon en une
couche unique au moment de la gastrulation [15]. A ce stade I’épiderme porte le nom
d’épithélium unistratifié, pour ensuite se scinder en deux, une couche supérieure appelée
périderme et une couche inférieure appelée couche germinale [16]. La suite du développement
se fera dans la différenciation des couches intermédiaires, au hombre de quatre, entre la couche
germinale et le périderme [17]. Ce dernier va acqueérir les propriétés d’étanchéité de la couche
externe de I’épiderme, pendant que la couche germinale maintiendra sa capacité proliférative

pour devenir la premiére couche de I’épiderme, la couche basale [18].

La couche basale ou stratum germinativum est la couche la plus profonde de I’épiderme,
attachée au derme par la lame (ou membrane basale), via les intégrines a6 et B4, exprimées par
les kératinocytes indifférenciés (Figure 3). La membrane basale, séparant le derme de
I’épiderme, est composée de protéines de la matrice extracellulaire comme le collagéne de type
IV, le fibronectine et la laminine 5, protéines synthétisées a la fois par les fibroblastes et les
kératinocytes [19]. La couche basale est formée de cellules souches unipotentes, seulement
capables de s’auto-renouveler par division symétrique ou de se différencier par division

asymétrique, pour entretenir le renouvellement des cellules des couches supérieurs [19, 20].
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Le choix de la polarité de ces kératinocytes se fait en fonction de gradients de différents
facteurs de croissances (Growth Factor, GF), comme le facteur de croissance fibroblastique
(Fibroblast Growth Factor, FGF), ou le facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth
Factor, EGF), mais également grace au changement de conformation de leur environnement
extracellulaire. Toutes les cellules de I’épiderme sont connectées ensemble par des alliances de
jonctions adhérentes (E-cadhérine) et de desmosomes, reliées aux filaments intermédiaires,
composés de kératine. En cas de défaut de connexion cellule-cellule avec les couches
supérieures, la protéine Par-3, exprimée uniquement du coté apical a la peau dans la membrane
du kératinocyte immature, va changer I’emplacement du centrosome dans la cellule pour la
faire passer de la division symétrique a la division asymétrique (Figure 2). Une des cellules
filles va se retrouver au-dessus de I’autre cellule fille, perdant I’inhibition de la voie des Notch
conférée par la membrane basale, la liaison Notchl — Delta-like 1 ligand, responsable du

maintien de I’état indifférencié.
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Figure 2 : Différenciation des keratinocytes de la couche basale
Les kératinocytes de la couche basale, en cas de de division asymétrique, se différencient par

une absence de stimulation EGF et FGF et une levée d’inhibition de la voie Notchl [21]. CC :
couche cornée, CG : couche granuleuse, CE : couche épineuse. Image issue d’une réalisation
originale, inspirée de Muroyama et al. (2012) Semin Cell Dev Biol [21].

Par cette levée d’inhibition et par le fait que la concentration environnementale d’EGF
diminue (EGF-Récepteur moins stimulé), la composition en filament intermédiaire de la cellule
fille coté apical va changer pour perdre son expression de kératine 5 et 14, au profit de kératine
1 et 10, protéines plus longues et condensées (Figure 4). La nouvelle cellule devient donc un
kératinocyte différencié, ayant perdu sa capacité de proliférer et n’appartenant plus a la couche
basale [18, 20-24].
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Suite a cette premiere différenciation et a la perte de leur pouvoir mitotique, ces
kératinocytes appartiennent alors a la couche épineuse ou stratum spinosum. Le nom de cette
couche vient des tonofibrilles, structure particuliere en « épines » liant le cytosquelette (kératine
1 et 10) aux desmosomes, exprimés par les kératinocytes pour maintenant leurs connexions
tissulaires [25]. Cependant ces connexions tissulaires sont suffisamment lache pour permettre
le passage de I’innervation sensorielle dans cette couche de I’épiderme et d’y abriter les seules
cellules immunitaires de I’épiderme, les cellules de Langerhans (Introduction 2-4-2). C’est dans
cette couche que se trouvent également les prolongements des mélanocytes dont le corps
cellulaire se situe au niveau de la couche basale, entre les cellules kératinocytes indifferenciés.
Plus les cellules vont progresser vers les couches supérieures, plus leurs cytoplasmes vont se
modifier pour engranger des lipides et exprimer des protéines intervenant dans la rigidité du
cytosquelette, comme la profilaggrine et dans la cohésion tissulaire comme la claudin-1

(jonctions serrées), contribuant ainsi a la fonction barriére physique (Figure 3) [14].
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Figure 3 : Schématisation des jonction adhérentes, des desmosomes et des
hémidesmosomes des kératinocytes.
Les jonctions adhérentes, constituées de I’E-cadhérine, sont extracellulaires et connectées aux

filaments d’actines en intracellulaire. Les desmosomes, constitués de desmocolline et de
desmogléine en extracellulaire, sont reliés a une plaque desmosomale en intracellulaire qui
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permet de connecter les desmosomes aux filaments intermédiaires des keératinocytes, la
kératine. L’hémidesmosome est exprimé uniquement par les kératinocytes de la couche basale,
pour se lier a la lame basale et est constitué d’intégrine a6 et 4 en extracellulaire pour se lier
aux filaments de kératine en intracellulaire. Image issue d’une réalisation originale, inspirée de
Fuchs et al. (2002) Nature Rev. Genetic [19].

Les kératinocytes vont donc continuer a se développer, notamment sous I’influence
d’une concentration croissante de calcium extracellulaire. Avec le changement de leur
cytosquelette et I’accumulation de lipides, les cellules vont prendre un aspect granuleux,
formant ainsi la couche granuleuse ou stratum granulosum. L’expression de protéines
extracellulaire comme la claudine-1, se liant avec les E-cadhérine, forment les jonctions
étanches de I’épiderme [14, 18]. Cette nouvelle couche, non seulement plus étanche, se trouve
aussi rigidifiée par I’expression de kératine 2 et de profilaggrine qui va se fixer sur les
tonofibrilles et ancrer les desmosomes aux filaments de kératine. Plus les cellules vont
progresser vers la derniere couche de I’épiderme, plus la profilaggrine va se cliver en filaggrine,
protéine se fixant entre les filaments intermédiaires pour condenser au maximum le
cytosquelette sous I’action des transglutaminases et des peptidylarginines deiminases (Figure
4) [26].

Ces actions combinées vont réduire la taille du cytoplasme qui va s’engorger de corps
lamellaires (corps lipidiques, composés de phospholipides, stérols, céramides et
glucosylcéramides, synthétisés par I’appareil de Golgi de la cellule). Ces organelles contiennent
également des enzymes hydrolytiques comme des phosphatases, des lipases, des glucosidases
et des protéases, ainsi que des protéines de structure comme la cornéodesmaosine. En fusionnant
avec la partie apicale de la membrane cellulaire, les corps lamellaires liberent leur contenu,
augmentant la concentration en calcium extracellulaire qui induit la différenciation des cellules
des couches inférieures. Cette fusion entraine également la libération de tout le cytoplasme de
la cellule, a I’exception du cytosquelette. Ces composants, contenant des corps lamellaires et
cytoplasmiques, sont les principaux constituant de la matrice extracellulaire (MEC) de la

derniere couche de I’épiderme [26, 27].

Le stratum corneum ou couche cornée est composée d’un empilement de cornéocytes, le
stade de différenciation finale des kératinocytes, consécutif au relargage de leur contenu et donc
se traduisant par la mort par apoptose des cellules [28]. Son épaisseur varie en fonction de

I’emplacement sur le corps et peut étre comprise entre 5 et 30 couches de cellules en moyenne
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a plusieurs centaines. Les cornéocytes sont des cellules anucléées a forme polygonale entourées
des lipides libérés par les corps lamellaires de la couche inférieure et reliées entre elles par leurs
cornéodesmosomes, résultat de la fixation de la cornéodesmosine sur les desmosomes exprimés
par les kératinocytes depuis la lame basale [29]. En plus de cette barriere de lipides et des
jonctions étanches formées par les cellules, le cytosquelette des cornéocytes participe a
empécher toute perte d’humidité du corps. L’action de la caspase 14 sur la filaggrine, rigidifiant
le cytosquelette des cellules, entraine la formation de facteurs naturels d’hydratation quand les
métabolites de la caspase 14 se lient avec des acides aminés libres comme I’acide urocanique

ou lacide pyrrolidone carboxylique [26].
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Figure 4 : Représentation de I’expression de différentes protéines des kératinocytes en
fonction de leurs emplacements dans les couches de I’épiderme.
En fonction de leurs différenciations, les kératinocytes vont exprimer différents types de

filaments intermédiaires (kératines, K1, K2, K5, K10, K14), de molécules d’adhésion (intégrine
a6/p4), de protéines intercalantes aux tonofibrilles (profilaggrine) ou de protéines intercalantes
aux filaments intermédiaire (filaggrine) [21, 22, 30]. Image issue d’une réalisation originale,
inspirée de Solanas et al. (2013) Nat Rev Mol Cell Biol [30].

Pour ajouter plus de rigidité au systéme et une protection hydrophobe supplémentaire,
les cornéocytes s’entourent d’une membrane lipidique, en plus de leur membrane de
phospholipide. Cette enveloppe lipidique est majoritairement composee de longues chaines de
o-hydroxycéramides et glucosylcéramides [31]. Les cornéocytes, directement exposés a I’air
libre, ont pour seul but de se détacher un a un des autres et de se séparer de I’épiderme. Ce
processus, faisant partie de la physiologie de la peau, s’appelle la desquamation. Ce décollement
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continue de la couche la plus superficielle est important pour le maintien de I’immunité innée
de la peau, le renouvellement de la flore bactérienne, I’élimination des éventuels contaminants

et des cornéocytes abimeés.

Les cellules, pourtant étroitement liées par leurs cornéodesmosomes, voient leurs
liaisons clivées par les protéases de la famille des kallicréine (KLK de type 5 et 7), initialement
contenues dans les corps lamellaires mais uniquement actives a pH5.5. Ce pH est justement
atteint dans les dernieres extrémités de la couche cornée et permet ainsi I’action des KLKs et

donc, la desquamation [32, 33].

1-3. Lederme

Plus épais que I’épiderme, le derme n’est pas stratifié et se compose majoritairement de
fibroblastes. Ces cellules sont les principales responsables de I’intégrité du tissu puisqu’elles

synthétisent, réparent et entretiennent la MEC spongieuse du derme.

La MEC du derme se compose majoritairement d’un mélange de fibres de collagénes
de type I, 11l et V, conférant a la peau sa résistance mecanique. D’autres molécules hydratées
comme, les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes non sulfatés (GAG), comme I’acide
hyaluronique permettent & la peau de résister a la pression et a I’écrasement, tandis que I’élastine
assure son élasticité, c’est-a-dire de retrouver sa forme initiale suite a une contrainte mécanique
[34].

Les fibres de collagénes sont constituées d’un enroulement de 3 chaines alpha, dont le
type de chaine varie en fonction du type de collagenes, avec des répétions de triplets d’acides
aminés comme glycine, proline et hydroxyproline. L hydroxyproline, produite par synthese
enzymatique, ayant pour co-facteur I’acide ascorbique (vitamine C), permet de stabiliser la
triple hélice de collagene. Ce sont les assemblages des différentes types de chaines-a qui

caractérisent le type de collagenes [35].

Le collagene de type I, majoritaire a 80% dans la peau, se compose d’un hétérotrimére
fait de deux chaines al(I) et d’une chaine a2(I), formant une structure compacte de gros
diametres (90 nm) avec des régions riches en lysine (Lys) et hydroxylysine (Hyl). Ces régions
sont sensibles aux enzymes extracellulaires, comme la lysyl-oxydase (LOX), qui va convertir
Lys et Hyl en leurs formes aldéhydes Lys¥9/Hyl?® permettant des fixations spontanées et non
réductibles inter- et intra-peptidiques. Par ces formes aldéhydes, la fibre de collagene peut donc
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interagir avec des peptides, des protéines exprimées par les cellules et également mieux fixer
ses propres chaines a, rendant les complexes moins sensibles aux enzymes de clivage. L’action
de la LOX va permettre le dépdt, sur collagéne de type I, d’autres éléments de la MEC, comme
les fibres d’élastines ou les autres fibres de collagenes, comme le collagéne de type Ill, qui
représente 20% du collagéne total cutané. Le collagene de type Il est un homotrimeére fait de
chaines al(l1l) de petit diametre, connectant les grandes fibres de collagene mais n’étant par

réparti de fagon homogene sur toute I’épaisseur du derme [35, 36].

Le derme, bien que non stratifié, s’organise en deux régions structurales, la zone
papillaire, directement en dessous de I’épiderme, responsable de I’invagination du derme dans
I’épiderme, et la zone réticulaire. Ces deux zones sont non seulement distinctes par leur
composition en MEC mais également par leurs types de fibroblastes, puisque ce sont ces
derniers qui fagonnent la MEC. Les fibroblastes sont des cellules d’origines mésenchymateuses
et leurs différenciations au sein du derme se font en fonction de leurs interactions avec les types
cellulaires avoisinants. Ainsi les fibroblastes proches de I’épiderme vont devenir des
fibroblastes papillaires, tres sensibles aux cytokines pro-inflammatoires et aux facteurs de
croissances, comme le TGF-B (transforming growth factor B) libérés par les kératinocytes.
Cependant, en cas de déchirement du derme, les fibroblastes papillaires produisent de la
décorine qui piege le TGF-B, les rendant moins susceptibles de former des cicatrices
hypertrophiques par rapport aux fibroblastes de la zone inférieure, les fibroblastes réticulaires.
En cas de trop forte inflammation ou de contrainte mécanique, les fibroblastes peuvent se
différencier en myofibroblastes, sécrétant en excés des collagénes de la MEC, responsable de

la formation de cicatrices dans le processus de guérison.

Les papilles dermiques, constituées de collagéne de type IlIl, la décorine, la
fibromoduline et les GAG, sont des zones denses en vascularisation et innervation, assurant un
apport en nutriment optimale pour le derme [37, 38]. En produisant des fibres de collagéne de
plus gros diameétre, les fibroblastes réticulaires régulent précisément la densité de la MEC,
notamment par I’action de métalloprotéases pour permettre de dissoudre ou reconstruire la
MEC suite aux déplacements physiologiques nécessaires a certaines cellules a travers le derme
[37-39].

Le derme n’abrite pas que des fibroblastes, c’est un tissu de soutien et d’échange pour
les cellules immunitaires, les fibres sensorielles et les vaisseaux sanguins et lymphatiques le

composant.
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1-4. Lavascularisation cutanée

Comme dans les autres organes, la vascularisation sanguine dans la peau permet
d’apporter nutriments et dioxygénes, indispensable a la survie des cellules. La peau étant un
tissu d’interface entre I’extérieur et I’intérieur de I’organisme, la vascularisation sanguine joue
aussi un réle important dans la thermorégulation [40]. La vascularisation lymphatique permet
le contrdle des différents fluides de la peau (eau, lymphe) et le transport des cellules
immunitaires. Les vaisseaux lymphatiques et sanguins sont composés de cellules endothéliales
qui, dans la peau, vont créer des réseaux de structures tubulaires a la porosité variable, les
capillaires [41]. Les cellules endothéliales sont des cellules polarisées, séparant les
compartiments intra- et extra-vésiculaires. Les capillaires ont un diametre entre 4 et 8 um et
sont entourés d’une membrane basale composée de collagene de type IV et de laminines
(chaines 04 et a5) [42].

Toutes les cellules endothéliales se caractérisent par leur expression du récepteur
transmembranaire d’adhésion CD31 (cluster de différenciation 31), codé par le géne PECAM-
1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1), qu’on peut aussi trouver faiblement exprimé
par certaines cellules immunitaires. L expression de CD31, par les cellules immunitaires, leur
permet d’utiliser les mémes molécules d’adhésion que les cellules endothéliales pour écarter
ces derniéres et permettre leur sortie de la circulation sanguine ou leur entrée dans la circulation
lymphatique [43, 44]. Sans cette co-expression de CD31, les cellules endothéliales sont
fortement liées entre elles par des jonction serrées (tight junction), constituées de claudine et
d’occludine, des protéines transmembranaires directement reliées au cytosquelette d’actine
[45]. Le CD31 n’est pas le seul récepteur d’adhésion qui permet I’écartement des cellules
endothéliales pour permettre le passage des cellules immunitaires, il y a également la VE-
cadhérine (vascular endothelial cadherin ou CD144) ou les recepteurs de la famille des lectines
de type C (Introduction, Partie 2-2-2).
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Figure 5 : Représentation schématique de capillaire lymphatique et des différents types
de capillaires sanguins.
Il existe 3 types de capillaires sanguins, les continus, les fenestrés et les discontinus. Seuls les

capillaires sanguins continus sont présents dans le derme. Il existe un seul type de capillaires
lymphatiques et, a la différence des capillaires sanguins, ils ne possedent pas de cellules de
soutiens, les péricytes. Les cellules endthéliales lymphatiques se caractérisent par I’expression
de nombreuses molécules d’adhésion, en plus de CD31 : la podoplanine (PDPN), LYVE-1
(Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1) et PROX-1 (Prospero homeobox protein
1). Image modifiée d’apres Potente et al. (2017) Nat Rev Mol Cell Biol [41].

Cependant, méme si les cellules endothéliales lymphatiques et sanguines ont des
récepteurs d’adhésion en commun, la structure des capillaires sanguins et lymphatiques est

différente.

La micro-vascularisation sanguine prend naissance dans les artérioles provenant de
I’hypoderme et va se prolonger jusqu’au niveau des papilles dermiques en formant une boucle
et se termine en veinules rejoignant I’hypoderme [46]. Il existe 3 types de capillaires
sanguins (Figure 5) : les capillaires fenétrés (glandes endocrines, foie et rein), permettant le
passage de grosses molécules au travers des cellules, les capillaires discontinus (moelle osseuse
et ganglions lymphatiques), permettant le passage des cellules du sang sans nécessiter
I’ouverture de nouveaux pores intercellulaires, et enfin les capillaires continus, présents dans la
peau, dont la porosité restreinte permet le passage uniquement d’ions, d’eau et de petites
molécules [41, 47]. Tous ces types de capillaires sont entourés de péricytes, des cellules
permettant de réguler le flux sanguin dans les capillaires et intervenant dans la régénération

tissulaire et la formation de nouveaux vaisseaux [48].
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La micro-vascularisation lymphatique prend naissance dans la peau elle-méme, elle n’a
pas de vaisseaux afférents et se termine dans des vaisseaux de plus gros diamétres (vaisseaux
lymphatiques collecteurs) se rendant jusqu’aux ganglions lymphatiques [41, 49]. 1l existe qu’un
seul type de capillaire lymphatique, dont les cellules endothéliales ont des jonctions continues
et une membrane basale discontinue. De plus, les capillaires lymphatiques ne sont pas entourés
de péricytes. Les cellules endothéliales lymphatiques ont une forme dite « en feuille de chéne »
avec des jonctions particulieres « en bouton ». Ces jonctions permettent le maintien d’une
pression de fluide constante vers I’intérieur du capillaire grace a I’expression de récepteurs
d’adhésion comme la podoplanine (PDPN), LYVE-1 (Lymphatic vessel endothelial hyaluronan
receptor 1) et PROX-1 (Prospero homeobox protein 1) [50-52]. La forme particuliere des
cellules endothéliales lymphatiques est notamment due a I’alternance des zones d’expression

membranaire des récepteurs d’adhésion VE-cadhérine et LYVE-1 (Figure 5) [53].

1-5. Lefollicule pileux

Chez I’homme, les zones glabres, entierement dépourvues de pilosité (poils ou cheveux)
représentent une faible surface comprise entre 150 cm? et 240 cm?, soit 1,25% de la surface
totale de la peau (entre 1,2 m? et 2 m2 en moyenne chez I’adulte). Ces zones sont differentes
des zones avec pilosités, en terme d’innervation, d’immunocompétence, de vascularisation et
donc en terme d’utilité physiologique [54]. Le follicule pileux (poil et ensemble des cellules le
synthétisant) a un rdle essentiel dans la biologie de la peau [55] et peut donc étre considéré

comme un organe a part entiere [56].

A la fois plongeant dans le derme et appartenant structurellement a I’épiderme, le
follicule pileux rassemble les deux types cellulaires majoritaires de ces deux structures de la
peau, les fibroblastes, dans la zone de la papille dermique pour contrdler la croissance du poil,
et les cellules épithéliales, issues de cellules souches du « bulge » qui interviennent dans le
renouvellement cyclique de la structure du follicule. Fibroblastes et kératinocytes du follicule
pileux ont leurs activités (prolifération et différenciation) synchronisées pour permettre le
renouvellement du poil, au travers des différentes phases cycliques du follicule : I’anagéne, la

catageéne et la télogene [57].
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Au cours du développement embryonnaire, I’installation du poil commence par la
morphogénese du follicule. Durant cette phase, les cellules de la papille dermique se regroupent
et s’entourent de cellules souches épithéliales pour initier la croissance des premiers poils. C’est
in utero que tous les follicules pileux du corps humain se répartissent sous I’action de facteurs
de segmentation intervenant dans I’orientation dorso-ventrale de I’embryon, tels que les couples
Sonic Hedgehog (Shh) et Wnt, dépendant de la voie des B-caténines. Ces protéines d’orientation
vont forcer la maturation des fibroblastes en cellules de la papille dermique qui, une fois
agglomerées, vont former la base du follicule pileux. A la naissance, environs 5 millions de
follicules recouvrent le corps humain et aucun nouveau follicule ne pourra se former par la
suite. Tous les follicules ne sont pas a maturité, mais ceux qui le sont vont entrer en phase de

catageéne et poursuivre le cycle [55].
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Figure 6 : Organisation structurelle du follicule pileux en phase d’anagéne.
L’infundibulum et I’isthme font partie de la région constante du follicule, pendant que la zone

suprabulbaire et le bulbe font partie de la zone cyclique, ou zone variante [15, 58]. La glande
sébacée fait partie intégrante de la structure du follicule pileux et est constituée de cellules
souches du bulge et de cellules exocrines productrices de lipides. Les cellules exocrines de la
glande sébacée produisent le sébum, composé de monoesters de cire, de triglycérides (41 %),
d’acides gras libres (16 %) et de squaléne (12 %) et sert a la lubrification de la gaine interne du
poil, ainsi qu’au maintien de I’'imperméabilité et I’élasticité cutané [59, 60]. Il existe deux types
de glandes sudoripares, les eccrines, dont le canal excréteur débouche directement au niveau de
la couche cornée (CC), et les apocrines dont le canal excréteur débouche dans le follicule pileux.
Les deux glandes sécrétent de la sueur, composee a 99% d’eau et d’électrolytes (ion chlorures,
sodium, potassium, calcium et magnésium). La sueur a un réle important dans la
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thermorégulation de I’organisme (par son évaporation) et dans I’humidification de I’épiderme
[61, 62]. CC: couche cornée, CG : couche granuleuse, CE : couche épineuse, CB : couche
basale. Image modifiée d’apres Blanpainet al. (2009) Nat Rev Mol Cell Biol [15].

Un follicule pileux mature (a la fin de I’anagéne) peut se separer en deux régions : une
zone supérieure, invariante, permanente, que le cycle folliculaire ne va pas modifier et une zone
inférieure dont la morphologie va varier au cours des différentes phases du cycle (Figure 6). La
zone supérieure est constituée de I’infundibulum, ouvrant le canal folliculaire a I’extérieur
(partie apical) de la peau et de I’isthme. La séparation entre I’infundibulum et I’isthme se fait
par la zone d’insertion du canal de la galande sébacée dans le canal folliculaire. L’ isthme est
constitué du bulge, réserve des cellules souches épithéliales destinée a entretenir la structure du
follicule, et pour le renouvellement de la glande sébacée et de I’épiderme autour du poil. A la
base de I’isthme, se trouve le point de contact du canal folliculaire avec le muscle arrecteur du
poil, muscle lisse relié a I’épiderme et intervenant dans I’érection du poil. En dessous du bulge

se trouve la zone variante, avec la zone suprabulbaire et le bulbe.

Au niveau du bulbe, zone de croissance du poil, il est possible de distinguer la matrice
bulbaire, concentrée de cellules a prolifération rapide, servant a synthétiser le poil. Ce dernier
est constitué de trichocytes, un autre stade terminal de différenciation des kératinocytes. Ils
forment le cceur du poil, synthétisant de la kératine de type | et Il pour emprisonner les particules
de mélanine [63]. La croissance, la longueur, le diamétre et la coloration du poil sont contrélés
par les cellules de la papille dermique. Ce condensé de fibroblastes détermine également la
durée de la phase d’anagene via de nombreux facteurs de croissances tels que I’insulin-like
growth factor-1 (IGF-1), I’hepatic growth factor (HGF), le fibroblast growth factor 7 (FGF-7)
et le vascular endothelial growth factor (VEGF).

La phase d’anagéne correspond justement a la phase de croissance réguliére du poil ou
ce dernier remplit tout le follicule. Les facteurs d’orientation Shh et Wnt/B-catenin vont
permettre de régler la durée de I’anagene pendant que le couple IGF-1et FGF-7 vont régler la
taille du poil formé. Par exemple, un cheveu humain a une durée d’anagéne de 4 ans en

moyenne, sans limite précise de taille.
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Le passage en phase de catagene reste encore un mécanisme inconnu mais il semblerait
que I’absence de stimulation Wnt/B-catenin et la présence FGF-5 entraine I’apoptose des
molécules de la matrice bulbaire. D’autres facteurs tels que les cytokines IL-1p (interleukine 1-
B), TGF-B1 et TNF-a (tumor necrosis factor alpha) et les facteurs neurotrophiques NT-3, NT-
4 et BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) participent a précipiter le passage en catagene.
L apoptose des cellules de la matrice bulbaire et des mélanocytes induit un arrét de la
prolifération du poil. Pendant que la papille dermique restera en place, le bulbe va alors
remonter le long de la zone suprabulbaire qui deviendra une colonne de cellule épithéliale en
régression. La fin de cette phase de mort programmeée du bulbe s’accompagne par une remontée
de la papille dermique jusqu’au bulge et donc de la fin de vie du follicule si rien n’est fait pour

relancer le cycle.

L’entrée en phase de télogéne, la quiescence des cellules souches du follicule, se fait par
une augmentation extrafolliculaire de I’activité des bone morphogenetic protein (BMP) 2 et 4.
Cette activite, principalement initiée par les cellules adipeuses intradermiques, a pour but de
relancer I’amplification des cellules souches du bulge pour réactiver leur division asymétrique
et donc leur différenciation [64]. En diminuant, les BMP-2 et 4 vont relancer I’activation de la

voie des B-caténine via Wnt dans la papille bulbaire et ainsi initier une nouvelle anagene.

1-6. Le microbiome cutané

La peau est un organe a part entiére et contient méme des mini-organes tel que le
follicule pileux. De plus, les conditions d’humidité, de pH, la présence de nutriments comme
des acides gras, des acides aminés et méme la présence de protéases antimicrobiennes font de
la peau un environnement propice au développement d’écosystémes a la fois unique selon les
individus et variable sur un méme individu. Cet écosystéeme, appelé microbiome, comporte une
multitude d’especes différentes de bactéries, de champignons/moisissures et de virus. Il est
possible d’identifier ces bactéries par simple culture ou encore d’en retracer leur phylogénie en
utilisant I’ARN ribosomique 16S propre aux procaryotes [65, 66]. Ces analyses permettent non
seulement d’identifier les constituants du microbiome cutané humain, mais également de
préciser leurs zones de prédilection, comme les zones majoritairement humides ou contenant
une majorité d’acides gras du sébum. Enfin, ces analyses permettent de différencier la flore dite
commensale, symbiotique, indispensable a la survie d’un individu sain de la flore a tendance

pathogénique.
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Les trois principaux genres dominants de bactéries appartenant a la flore commensale
retrouvés sont Cutibacterium (23,0% ; anciennement Propionibacterium), Corynebacterium
(22,8%) et Staphylococcus (16,8%) sur plus de 205 genres identifiés et environ 112 290 especes
différentes [67, 68]. Cependant, le réle de I’h6te de cette flore ne se résume pas a étre une boite
de pétris vivante pour les bactéries, il y a une interaction symbiotique entre le microbiome et
I’hote.

Méme si I’absence de microbiome n’impacte pas la morphologie cutanée, la flore
bactérienne reste indispensable pour le maintien de I’homéostasie, le développement du
systeme immunitaire et le contr6le du deéveloppement des bactéries pathogenes [69]. Le
microbiome commensal entretient un dialogue avec le systeme immunitaire cutané avec des
réponses immunitaires non inflammatoires qui leur sont propre. Par exemple, Staphylococcus
epidermidis, bactérie Gram positif (Figure 7C), entraine une réponse unique de la part des
cellules présentatrices de I’antigene (CPA), pour que I’immunité adaptative entraine
I’apparition de lymphocyte T-CD8" productrices d’IL-17A (Figure 7A). Ces lymphocytes T-
CD8" spécifiques de la bactérie commensale vont stimuler les kératinocytes pour leur faire
produire des peptides anti-microbiens, qui ne vont pas s’attaquer a S. epidermidis mais qui vont
réguler la population des bactéries pathogénes, comme Staphylococcus aureus [70].
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Figure 7 : Impacte de la flore commensale pour le maintien de I’intégrité de la barriere

cutanée.
A. Les bactéries de la flore commensale, comme S.epidemidis, activent les cellules dendritiques

(DC) CD103*, pour entrainer la maturation des Lymphocytes T (LT) CD8" dans les ganglions
lymphatiques drainants (Introduction, Partie 2-3-4). Les LT vont produire de I’IL-17A pour
activer les kératinocytes directement ou par I’intermédiaire des DCs CD11b*. Les kératinocytes
de la couche basale activés vont produire des peptides antimicrobiens pour limiter la croissance
des bactéries pathogenes, comme S.aureus [65, 69]. B. Le contr6le, par la flore commensale,
de la flore pathogénique, empéche sa sur-prolifération et donc leur invasion. C. Différence dans
la composition de la paroi entre les bactéries Gram négatifs a double membranes et exprimant
des Lipopolysaccharides (LPS) et les bactéries Gram positifs avec une seule membrane. Image
issue d’une réalisation originale, inspirée de Solanas et al. (2013) Nat Rev Mol Cell Biol [30].

La colonisation du microbiome par S. aureus est, la plupart du temps, asymptomatique
mais certaines souches de ces bactéries sont considérées comme des pathogenes opportunistes.
Ils sont trés résistants en cas d’infection, de par leurs multirésistances aux antibiotiques (comme
la pénicilline, la méticilline ou derniérement contre le dernier rempart contre les
Staphylococcus, la vancomycine) et leurs capacités a sécréter enzymes et toxines pour infester
le corps humain, tout en détruisant les défenses immunitaires et se protégeant de ces derniéres

grace a des biofilms [71].
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D’autres bactéries comme Corynebacterium accolens ou Staphylococcus hominis
induisent cette réponse immunitaire non-inflammatoire a base de production d’IL-17A dans le
but d’activer les kératinocytes (Figure 7A) [70, 72]. Ces derniers, en ce différenciant, vont
pouvoir enrichir la couche cornée en lipides comme I’acide sapiénique, qui a une activité
antimicrobienne, ou des triglycérides qui peuvent étre métabolisés par les bactéries, finissant
cette boucle symbiotique en nourrissant le microbiome qui les protégent.

L’effet indirecte d’une flore commensale compétente est donc une meilleure
différenciation des kératinocytes et donc un meilleur maintien du pH épidermique, qui doit étre
a 7,4 au niveau de la lame basale et a 4,5 au niveau de la couche cornée. Ce maintien indirecte
du pH épidermique par la flore commensale est vitale pour permettre la desquamation et donc
le renouvellement continue de I’épiderme [73]. Méme si toutes les interactions entre le systeme
immunitaire, les cellules de la peau et le microbiome cutané ne sont pas entiérement connu, une
atteinte de la flore commensale (stress, environnement, alimentation, hygiene excessive,
médicaments) est un facteur déterminant pour I’apparition ou I’aggravation de pathologies

cutanées multifactorielles comme la dermatite atopique ou le psoriasis (Figure 7B) [74, 75].

La peau n’est pas le seul épithélium a avoir un écosystéme puisque 70% du microbiome
se trouve dans le tractus intestinal et tout comme le microbiome cutané, ce dernier est en étroite

relation avec les cellules nerveuses et immunitaires humaines [76].

2- L'immunité cutanée

2-1. Historigue et fonctions du systeme immunitaire

L’immunologie est I’étude biologique des défenses de I’organisme contre les virus, les
bactéries, les champignons/moisissures et les parasites mais également I’étude des dérives de
ce systtme de défense comme les maladies auto-immunes, réactions d’hypersensibilité,
allergies, rejets [77]... L’origine de cette branche particuliere de la biologie est souvent
attribuée a Edward Jenner, qui a démontré en 1796, que le fait d’inoculer a un individu sain la
variole bovine, bénigne, permettait de protéger cet individu contre la forme infectieuse et
meurtriére de la variole humaine [78]. Il faudra attendre la seconde moitié du X1Xe siecle pour
que Robert Koch, en 1876 et Louis Pasteur en 1878 démontrent que certaines maladies sont
dues a des agents infectieux appelés « microbes » et que ces agents infectieux ne sont pas issus

d’une « génération spontanée ». Par la suite, Elie Metchnikoff a démontré, en 1882, la présence
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de cellules phagocytaires (du Grec « phagein » pour « qui mange ») spécifiques capables
d’englober et de digérer les microorganismes. Il a appelé ces cellules les macrophages et il a
démontré qu’elles étaient constamment présentes comme premiere ligne de défense contre tout
type de pathogene, introduisant le terme d’immunité « naturelle » qui sera par la suite appelée

immunité innée [79].

Les notions d’immunité inné et d’immunité adaptative ont été proposées pour la
premiére fois par Charles Janeway Jr. en 1989 aprés les nombreuses découvertes faites sur
I’utilisation du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1l (CMH-I1I) dans I’activation
des Lymphocytes T helper (Th) [80]. Ce paradigme distingue les premiéres lignes de défense
de I’organisme, comme les macrophages ou des cellules dendritiques (DCs, dendric cells), qui
s’attaquent, sans distinction, a tout type de pathogene (immunité innée), et la réponse
immunitaire spécifique, comme les anticorps, reconnaissant la conformation d’une seule

molécule appartenant a un seul type de pathogéne (immunité adaptative) [77].

Les macrophages d’Elie Metchnikoff ne sont pas les seuls intervenants du systéme
immunitaire. Pour cette découverte, il partage le prix Nobel de Physiologie et de Médecine de
1908 avec Paul Ehrlich, « en reconnaissance de leurs travaux sur I’immunité » puisque ce
dernier a mis en évidence une population de cellules particulieres dans le sang grace a une
coloration au chlorure de tolonium. Cette coloration a montré, en plus des érythrocytes, ou
globules rouges, une population de cellules baptisés leucocytes, ou globules blancs. Ces cellules
appartiennent au systeme immunitaire circulant dans le sang et ont en commun, avec les

macrophages, leur origine developpementale.

Méme si les réponses immunitaires innées et adaptatives sont conceptuellement
séparées, le systéeme immunitaire dans sa globalité remplit quatre principales fonctions dans sa
lutte contre les pathogénes. Premierement, le systeme immunitaire doit reconnaitre rapidement
le pathogene, c’est le réle du systeme immunitaire inné. Ce mécanisme n’est pas spécifique aux
vertébrés et se base sur la reconnaissance d’épitopes exprimés spécifiquement par les
pathogénes [81]. Ces motifs moléculaires sont nommés les PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns). Une fois identifié, d’abord par le systeme immunitaire inne, puis reconnu
par le systeme immunitaire adaptatif, le pathogéne doit étre traité et éliminé de I’organisme.
Cette réaction, qui conduit a une inflammation tissulaire, doit rester sous le contrdle du systéme
immunitaire et ne doit pas perdurer une fois le pathogene éliminé. C’est le réle de la troisiéme
fonction : la régulation du systeme immunitaire. Enfin, une fois le pathogéne reconnu, éliminé

et la réponse adéquate controlée, il se peut que I’organisme rencontre encore cet agent
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infectieux ou une forme analogue. Pour cela, le systeme immunitaire adaptatif permet la survie
et le maintien au long terme de cellules dites « mémoires » spécifiques de I’agent infectieux
afin, en cas de nouvelle rencontre, d’agir plus rapidement dans I’élimination du pathogeéne.
C’est sur cette notion de mémoire immunitaire que repose la théorie de la vaccination. Le
systeme immunitaire adaptatif a un autre réle, faire en sorte que les motifs des pathogenes soient
différents des motifs moléculaires exprimés par le corps, c’est-a-dire faire la différence entre le

« SOi » et le « non-soi ».
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Figure 8 : Résumé de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques.

Image issue d’une réalisation originale, inspirée de la banque d’images libres de droits Servier
Medical Art.
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Toutes les cellules appartenant a I’immunité, c’est-a-dire intervenant directement dans
les quatre principales fonctions du systéme immunitaire sont dérivées des cellules souches
hématopoiétiques, se trouvant dans la moelle osseuse (Figure 8). Deux principales lignées

cellulaires proviennent des cellules souches hématopoiétiques :

- lalignée lymphoide, regroupant les cellules NK (pour Natural Killer) et les lymphocytes
B et T (principaux acteur de I’immunité adaptative),

- lalignée myéloide, regroupant les cellules n’intervenant pas directement dans la réponse
immunitaire comme les mégacaryocytes (qui deviendront les thrombocytes, les
plaquettes) et les érythrocytes, puis les cellules immunitaires, intervenant
principalement dans I’'immunité inné, les granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et
basophiles), obtenues a partir d’une cellule précurseur et les mastocytes. Le précurseur
des granulocytes peut se différencier en un autre type de précurseur, a I’origine des
macrophages, monocytes (dont sont issus une partie des DCs et macrophages dans les
tissus) et progéniteurs de DCs (Introduction, Partie 2-4-1) [82-84].

Ces cellules sont indispensables pour protéger le corps contre I’invasion de pathogenes mais
elles évoluent au sein d’organes qui leur sont dédiés, les organes lymphoides primaires et

secondaires :

- Organes lymphoides primaires: la moelle osseuse, productrice de cellules
immunitaires, et le thymus, qui est nécessaire pour que les lymphocytes T puissent
reconnaissent le CMH propre de I’individu (sélection positive) et pour que les molécules
gu’ils reconnaissent n’appartiennent pas a des composants du corps (sélection négative).

- Organes lymphoides secondaires : ils offrent un lieu de rencontre entre cellules
immunitaires et de possibles pathogénes ayant contaminés les organes périphériques et
la circulation sanguine ou lymphatique. La rate, a la fois réserve d’érythrocytes, n’est
pas strictement indispensable a la survie de I’organisme. Les ganglions lymphatiques,
réserve de cellules de I’immunité inné différenciées et sélectionnées par le thymus, mais
encore immature, en attente de leur rencontre avec des CPA venant leur présenter un

antigéne.

Les cellules de I’'immunité innée et adaptative, méme si elles suivent des voies de
développement différentes, doivent communiquer pour assurer les fonctions du systéme
immunitaire. Par exemple, les lymphocytes T ne possedent pas la capacité a reconnaitre les

pathogenes comme un danger et ne peuvent les reconnaitre directement. Cette identification
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indirecte se fait grace aux cellules présentatrices de I’antigene (CPA), comme les macrophages,
les DCs et les lymphocytes B qui possedent des récepteurs de PAMPs et expriment des

molécules du MHC nécessaires a la présentation d’antigenes.

2-2. Lareconnaissance des signaux de danger

Pour I’organisme, le danger peut venir d’un microorganisme comme une bactérie, un virus
Ou une moisissure, mais également d’un parasite, d’une toxine bactérienne ou d’une molécule
inerte ne provenant pas nécessairement d’un organisme vivant. Ces dangers peuvent étre
reconnus par le systtme immunitaire inné grace aux récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaire (pattern recognition receptor, PRR). Ces PRR incluent les récepteurs de type Toll
(Toll-like receptors, TLRS), les récepteurs de type NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain-like receptor, NLR,), les récepteurs de type RIG-I (retinoic acid-inducible gene-I-like

receptor, RLRS) et les récepteurs a lectine de type C (C-type lectin receptors, CLRs).

2-2-1. Les Toll-like receptors

Les TLRs proviennent de la découverte du géne toll par Christiane Nusslein-Volhard en
1985 chez la drosophile, Drosophila melanogaster [85]. En 1996, Jules Hoffmann démontre
I’utilité de la protéine pour laquelle il code, le récepteur Toll, dans la protection antifungique
de la drosophile via la phosphorylation et la dégradation de 1kB, qui empéche a I’état basal la
translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) [86]. Un an plus tard, Charles Janeway démontre la présence de
récepteurs identiques a ceux exprimés par la drosophile (Toll-like) chez les CPA humaines [87].
Par la suite, Bruce Beutler (partageant le prix Nobel de médecine de 2011 avec Jules Hoffmann)
découvre, chez la souris, que TLR4 est le récepteur du LPS. Il démontre également que
I’activation de TLR4 par le LPS déclenche une réponse inflammatoire et qu’une dose excessive
de LPS peut entrainer un choc septique (diminution brutale de la pression sanguine,

accompagné d’hyperthermie) [88].

Dans leurs structures, les TLRs ont en commun un domaine extracellulaire présentant des
zones de répétitions riches en leucine (leucine-rich repeats, LRRS) qui consistent en un motif

conserve de 20-30 acides aminés incluant la séquence « LxXLXLxxN ». Le domaine
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intracellulaire des différents TLRs, nommé récepteur Toll/IL-1 (TIR), est également fortement
conserve et présente une homologie avec le domaine intracellulaire du récepteur de I’1L-1 [89].

Une fois active par son ligand, les TLRs s’assemblent en homodimeére (par exemple : TLR3)
ou en hétérodimeére (par exemple : TLR1 + TLR2). Certains TLRs ont besoin d’un ou plusieurs
corécepteurs pour induire leurs actions intracellulaires, comme c’est le cas du TLR4 avec ses
corécepteurs CD14 (cluster de différenciation 14) et MD-2 (myeloid differentiation protein)
[90]. La dimérisation du récepteur et sa rencontre avec ses corécepteurs est la seule facon
d’activer la réponse des TLRs en cas de liaison avec leurs agonistes. Méme si TLR4 est
confronté a un agoniste complexe avec MD-2, il ne peut pas se dimériser en I’absence de CD14,

et il n’y aura pas de réponse inflammatoire [91].

10 TLRs différents sont exprimés chez I’Homme, dans des compartiments cellulaires
différents. Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 sont exprimés sur la membrane cellulaire
alors que TLR3 est présent sur la membrane des endosomes et TLR7, TLR8 et TLR9 se trouvent
sur la membrane des endolysosomes. Cette compartimentalisation est importante pour leur
fonction [92]. Ainsi, TLR4 va reconnaitre un composant des bactéries a Gram négatif, le
lipopolysaccharides (LPS), qui est présent a leur surface et fréquemment libéré dans
I’environnement. A I’inverse, les TLRs intracellulaires sont destinés a la détection d’acides
nucléiques, peu stables dans le milieu extracellulaire mais présents lors de la capture et de la
dégradation d’un pathogéne : I’ARN (acide ribonucléigque) viral monocaténaire (single-stranded
ribonucleic acide, sSRNA ; TLR7, TLR8), bicaténaire (double-stranded RNA, dsRNA ; TLR3)
ou I’ADN double brin a motifs CpG (TLR9).

La plupart des TLRs activent la voie de signalisation dépendant de MyD88 (Myeloid
differentiation primary response 88), directement ou indirectement via un adaptateur TIRAP.
Seule la signalisation de TLR3 fait un usage exclusif de TRIF, un adaptateur qu’il partage avec
TLRA4. Ces protéines adaptatrices présentent un domaine TIR comme les TLRs [93]. D’autres
voies vont dépendre de TIRAP, comme la voie des MAPK1 et 3 (Mitogen-activated protein
kinase), appartenant a la grande famille des kinases (enzymes a transfert de groupement
phosphate) comme les ERKSs (extracellular signal-regulated kinases) ou les JNKs (c-Jun N-
terminal kinases). Les phosphorylations successives de ces intermédiaires conduisent a
I’activation de facteurs de transcription, comme NF-xB ou IRF-3 (interferon regulatory factor
3) [94].
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2-2-2. Les C-type Lectin Receptors

Les CLRs sont une famille de récepteurs possedant un ou plusieurs domaines de
reconnaissance de carbohydrate (Carbohydrate-recognition domain, CRD), permettant de lier
des sucres, les glycanes, polymeres composés de monosaccharides. Le CRD est une région
compacte de 110-130 acides aminés, fixant les sucres sur leur groupement hydroxyle avec
comme cofacteur, le calcium (Ca?"). Il existe 16 groupes de lectines de type-C différents,

distinguables dans leur architecture et leurs fonctions [95, 96].

Les CPA, comme les DCs, expriment des CLR d’endocytose spécifiques comme DC-
SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin, ou
CD209), appartenant au 2° groupe des CLRs. Ils se présentent sous la forme d’un récepteur
transmembranaire avec un seul CRD a son extrémité et reconnait spécifiqguement les glucides
de type mannose [97]. En se liant aux régions riches en mannose, plusieurs DC-SIGN vont se
rassembler par phosphorylation de leur groupement intracellulaire de la tyrosine (motif d’acide
aminés YXXL) [98]. La concentration de DC-SIGN liés a leur mannose a pour but de
rassembler, dans une méme zone, la substance ou le pathogéne a endocyter [99]. De plus, DC-
SIGN peut, par la voie Raf-1, acétyler la sous unité p50 de NF-xB et influencer la réponse
induite par les TLRs (production d’IL-10) [100, 101].

Les DCs et les macrophages expriment un autre type de CLR intervenant dans
I’endocytose, un CLR de type VI, le récepteur au mannose (mannose receptor, MR ou CD206).
Il se présente avec 8 CRDs extracellulaires, un domaine Fibronectine de type Il et enfin, en N-
terminal, un domaine riche en cysteine (Cysteine-rich domain, CR). Les domaines CRDs se
lient aux complexes glucidiques se finnisant en mannose, fructose ou N-acétylglucosamine (N-
acétyl-D-glucosamine ou GIcNAc ou NAG). Le domaine Fibronectine de type Il reconnait les
multimetres de collagene de type I, Il, 111 ou IV dénaturés. Enfin, le domaine CD reconnait les
glucides sulfatés se terminant par SOs-(3)-Gal-R ou SO4-(3/4)-GalNAc-R [102, 103]. Le MR
est a la fois indispensable pour la régulation homéostatique des glycoprotéines sériques, mais
aussi dans la reconnaissance du pathogene ou il va avoir le méme rdle que DC-SIGN dans la
phagocytose et I’endocytose médiés par manteau de clathrine (Introduction, Partie 3-2-7) [104,
105].
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Exprimée par les cellules de Langerhans et également un CLR de type II, la Langerin
(ou CD2017) a un role similaire a DC-SING dans I’endocytose. Cependant, I’endocytose
induite par la Langerin entraine la formation de granules de Birbeck, des structures particuliéres
« en forme de raquette de tennis » (observable en microscopie électronique). Ces structures sont
caractéristiques de la capture d’un antigene par les cellules de Langerhans au moyen de leur
Langerin et il semblerait que ce soit des compartiments d’endosomes recyclés, dont le role exact

dans la cellule n’est pas encore défini [106-108].

D’autres séléctines, les CLR de type 1V, n’interviennent pas dans la détection du signal
de danger, mais dans I’adhésion cellulaire. Les P et E-selectines, exprimées par les cellules
endothéliales et la L-sélectine, exprimée par les leucocytes, sont responsables de la diapédese,
le passage de cellulaires immunitaire de la circulation sanguine a une zone tissulaire [95, 109].
Cette fonction est indispensable au recrutement de cellules immunitaires sur les zones

d’inflammation, par exemple [95, 96, 110].

2-2-3. Les NOD-Like Receptors

Les NLRs sont des récepteurs cytoplasmiques prévus pour détecter la présence de
bactéries lorsque le cytosol de la cellule est contaminé. 1l y a deux groupes dans la famille des
NLRs : les récepteurs NOD1 et NOD2 d’une part, et un assemblage complexe multiprotéique,

I’inflammasome d’autre part [92, 111, 112].

NOD1, exprimé de facon ubiquitaire, et NOD2, exprimé uniquement par les cellules
phagocytaires (macrophages, DCs, neutrophiles) [113, 114], reconnaissent le peptidoglycane
des parois des bactéries Gram-positives. Ces deux récepteurs ont en commun d’activer la
famille des MAP-kinases, ou la voie des JNK aboutie a I’activation du facteur de transcription
c-Jun et la voie MAPK-p38 [111, 115, 116].

L’ inflammasome est un complexe cytoplasmique comprenant les récepteurs NLRP1,
NLRP3, NLRP4, NLRP6, NLRP7 et NLRP12. Tous ont leurs préférences dans les types de
protéoglycanes ou PAMPs de la paroi bactérienne qu’ils vont pouvoir fixer mais ils ont tous en
commun un domaine de recrutement et d’activation de caspase (caspase activation and
recruitment domain, CARD) [111, 112, 117]. L’aboutissement du recrutement de
I’inflammasome et de la cascade de réactions métaboliques associées est d’entrainer la synthese
d’IL-1B, d’TL-18 et I’activation de la caspase-1. Le recrutement de la protéine ASC (Apoptosis-
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associated speck-like protein containing a CARD) au sein de I’inflammasome et I’activation
de la caspase-1 peuvent induire une mort cellulaire programmeée différente de I’apoptose, la
pyroptose [118]. A mi-chemin entre la nécrose et I’apoptose, la cellule va créer des pores dans
sa membrane externe, détruire son noyau mais ne va pas se fragmenter en corps apoptotiques
ou en débits nécrotiques. Le but est d’ouvrir la membrane pour libérer toutes les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1p et IL-18) & destination des cellules avoisinantes. NLRP3 n’est pas
sensible seulement aux PAMPs, mais aussi a la formation de cristaux d’acide urique, aux
microparticules polluantes (silice, amiante), a la lumiere Ultra-Violet, et a des composés
chimiques comme le 2,4-dinitrofluorobenzene (DNCB) [117, 119, 120]

2-2-4. Les Retinoic acid-inducible gene-I-Like Receptor

Siles TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont exprimés par les DCs et détectent le matériel
génétique viral dans les endosomes, ce n’est pas le cas des RLRs, exprimés par tous les types
cellulaires pour leur permettre de lutter contre les infections virales. Les RLRs sont au nombre
de trois : RIG-1, MDAS5 (melanoma differentiation-associated gene 5) et LGP2 (Laboratory of
Genetics and Physiology 2) [92]. Ces trois récepteurs vont pouvoir détecter I’ARN double brin
(double-stranded (ds)RNA) utilisé par les virus a ARN lors de leur réplication intracellulaire
[121, 122]. lls possédent tous une cassette DEXD/H a hélicase d’ARN (DExD/H box RNA
helicase), une famille de protéine qui va, par I’hydrolyse d’ATP, séparer les deux brins d’ARN
viral et activer le récepteur [123]. Une fois actif, les RLRs vont entrainer I’activation de NF-xB
et d’IRF-3 et donc la production de cytokines pro-inflammatoires et d’interféron (IFN) de type
| (IFN-a, IEN-B) [124].

Seuls RIG-I et MDAS5 possedent un domaine CARD, permettant d’activer la voie
caspase-3 et donc I’apoptose de la cellule [125]. LGP2 ne posséde pas de domaine CARD et va
agir comme rétrocontréle négatif sur RIG-1 [126].
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2-3. Réponses immunitaires innées et adaptatives
2-3-1. L’ante-immunité

Les microorganismes potentiellement pathogenes sont maintenus hors de I’organisme
grace a I’ante-immunité, un systeme complexe de barriéres physiques, chimiques et
microbiologiques [127]. Au niveau de la peau, cette « immunité avant I’immunité » est en
particulier due a la structure méme des kératinocytes de la couche cornée, qui créent une
barriere physique imperméable. Ces cellules créent également un environnement hostile a la
prolifération de la plupart des microorganismes, par la génération d’un pH élevé et la libération
d’enzymes [73]. Enfin, le microbiome de I’hdte, dont I’évolution a permis d’adapter aux
conditions environnementales de la peau, limitent la prolifération des pathogenes par leur

occupation de I’espace de prolifération disponible et la libération d’enzymes [69, 76].
2-3-2. La réponse immunitaire innée

L’immunité innée est la premiére composante du systéme immunitaire a protéger contre
les pathogénes des leur entrée dans I’organisme. Son réle est de contenir le plus rapidement
possible le pathogene. La nature (virus, bactérie, parasite), la charge (Ile nombre) et la virulence
(le potentiel infectieux) sont les éléments conditionnant la réponse de I’immunité innée [128,
129]. Si I’infection dure moins de 4h, les cellules de I’immunité innée résidant en permanence
dans les tissus sains éliminent I’invasion sans créer d’inflammation. Au-dela, d’autres cellules
de I’immunité innée sont recrutées au niveau de la circulation sanguine pour éliminer I’infection
mais toujours de fagon aspecifique. Au-dela de 96h, I’immunité adaptative, activée par les CPA,
peut intervenir pour contrer, de facon spécifique, I’invasion [130-132]. L’ immunité innée

comprend des intervenant a la fois moléculaires et cellulaires.

L’inflammation est un phénomene visible consécutif de I’action du systéme immunitaire
inné, qui peut conduire a une perte partielle ou totale de la fonction de I’organe affecté. Ce
phénomeéne est caractérisé par quatre symptémes [133, 134] :

- La sensation de chaleur ressentie, consécutive a [I’activation des neurones
thermorécepteurs (Introduction, Parties 3-4-4 et 3-4-5) et au second symptéme,

- Larougeur, due a la vasodilatation nécessaire au recrutement des cellules immunitaires,

- Le gonflement, ou cedeme, une accumulation de liquide, principalement de la lymphe,
consequence de la perte d’étancheité des cellules endothéliales a cause de la
vasodilatation.

- Ladouleur, suite a I’activation des neurones nocicepteurs,
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a. Lecomplément
Le complément est un ensemble de 25 molécules (les principales vont de C1 a C9) dont
les cascades de réaction et leurs amplifications vont induire la destruction directe ou la
phagocytose des pathogenes. Le complément est constitué de 3 voies, la voie classique
(dépendante des anticorps, donc de I’immunité adaptative), la voie alterne et la voie des lectines
[132, 135].

La voie alterne repose sur la reconnaissance de la protéine du complément C3, de sa
sous unité b (protéine C3b) qui posséde un groupe contenant des thioesters (thioester-containing
domain, TED). En temps normal, le TED est inactif et attaché a C3a par une liaison avec un
groupement hautement réactif aux thioesters. En présence de groupements hydroxyle ou amine
exprimés a la surface des bactéries (Gram+ et Gram-), des virus, des parasites et mémes des
cellules infectées par des virus, C3 va se cliver et C3b va rester fixée sur le pathogéne [136,
137]. La protéine C3b sur la cellule permets le recrutement du facteur B, sous I’action de la
protéase plasmatique le facteur D va cliver le facteur B lié¢ a C3b en facteur Ba et Bb. Le
complexe nouvellement formé a la surface du pathogéne C3bBb est aussi appelé C3 convertase,
une enzyme qui va cliver toutes les protéines du complément C3 avoisinant pour qu’il y ait plus
de C3b fixés sur le pathogéne. C’est une réaction enzymatique en cascade qui, une fois initiee
va s’amplifier pour entierement recouvrir le pathogéne de C3b. Cette protéine du complément
est reconnue par les récepteurs au complément exprimés par les cellules phagocytaires [138,
139].

La voie des lectines repose sur la reconnaissance du complément de CLRs solubles fixés
sur les pathogenes [140]. Les lectines de type-C liant le mannose (Mannose-binding lectin,
MBL), par leur groupement de reconnaissance des carbohydrates, reconnaissaient les
arrangements mannoses et fructoses propres aux microorganismes. Une fois fixer, les MBL
vont se regrouper en complexe pour recruter deux types de protéases associés aux sérines de
MBL (MBL-associated serine protease, MASP-1 et MASP-2). Ces protéases vont cliver les
molécules du complément C4 et C2 pour de former les complexes C4b2a a la surface des
pathogenes [141, 142]. Ce complexe est également une C3 convertase qui va permettre
I’accumulation des protéines C3b a la surface du pathogene. La protéine C3a a également son
utilité, en se fixant sur son récepteur exprimeé par les cellules endothéliales, elle va permettre
d’augmenter la perméabilité des capillaires sanguins. L’augmentation de la perméabilité des
capillaire et son action sur les cellules immunitaires circulantes dans le flux sanguin entraine

une migration des cellules phagocytaires au niveau du site de I’infection [143].
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b. Les phagocytes
La majorite des cellules phagocytaires sont les macrophages résidant dans les tissus
infectés. Les neutrophiles doivent quant a eux étre recrutés au niveau du site d’infection pour
remplir ce role de cellules phagocytaires. Le complément va participer a ce recrutement, mais
des cellules produisant des facteurs solubles chimioattractants vont amplifier ce phénoméne
[132, 143].

Les macrophages et les neutrophiles vont fixer les pathogenes a leur membrane pour les
englober. Il s’agit d’un processus d’endocytose particulier, la phagocytose [144]. Le
phagosome, vesicule de la phagocytose, est formé par remodelage des filaments d’actine sous
I’action des protéases et kinases de la voie des Rac GTPase, phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate (PtdIns(4,5)P2), phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) et
CDC42 [132, 145]. Les prolongements de la membrane, les pseudopodes, vont s’étendre pour
gue la membrane entoure le matériel a endocyter et former le phagosome. Dans la cellule, le
phagosome naissant fusionne avec des endosomes précoces, puis tardif et acquiert ainsi des
pompes a proton servant a faire diminuer le pH a I’intérieur du phagosome [146, 147]. Cette
diminution de pH est nécessaire pour I’action d’enzymes lytiques, comme I’élastase qui va créer
des pores dans les bactéries Gram négatifs, lors de la derniére fusion du phagosome, maintenant

tardif, avec un lysosome pour donner un phagolysosome [148, 149].

c. Mastocytes et basophiles

Les mastocytes et les basophiles participent a la création et I’amplification de I’état
inflammatoire, tous deux possédent des granules contenant de I’histamine [150]. Il existe 4
types de récepteurs a I’histamines (notés HiR jusqu’a HsR) exprimés différemment par la
plupart des types cellulaires, ce sont tous des récepteurs couplés a une protéine Gs/qi1
(Introduction, Partie 3-4-6) [151]. Pour les cellules endothéliales, c’est un signal induisant une
vasodilatation, pour les autres cellules immunitaires, c’est un signal de maturation et de
production de cytokines pro-inflammatoire. Les mastocytes libérent le contenu de leurs
granules en cas d’activation par C3a ou de reconnaissance de la partie constante
d’immunoglobulines Ig de type E (IgE) fixées a un pathogéne [152].
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2-3-3. La détection des antigenes

Contrairement aux cellules de I’immunité innée, les cellules du systeme immunitaire
adaptatif dites « naives » résident dans les ganglions lymphatiques et sont rarement en contact
direct avec les pathogénes. De plus, les lymphocytes T (contrairement aux lymphocytes B),
n’expriment pas les PRRs suffisant pour reconnaitre directement les pathogénes et initier un
signal de danger. Leur réle principal est la reconnaissance spécifique de petites portions des

molécules exprimeées par les pathogenes : les antigénes.

Ces antigenes sont notamment reconnus par les immunoglobulines sécrétées (anticorps)
par les lymphocytes B (LB). Les anticorps se présentent sous la forme de molécules en Y,
composés de deux chaines lourdes (heavy, H), reliées entre elles par deux ponts disulfures
(liaison covalente de deux atomes de soufres contenus dans les cystéines) et deux chaines
Iégeéres (light, L), une par chaine lourde, reliées a ces derniéres par une seule liaison disulfure.
La partie N-terminale constitue les deux extrémités des chaines lourdes et légeres et se nomme
la région variable pendant que le reste de la partie C-terminale se nomme la région constante.
C’est a I’extrémité que la région variable que se trouve la liaison de I’lg avec I’antigene dont la
force d’interaction se nomme affinité. Une Ig posséde deux zones de liaison pour le méme
antigene [153, 154]. Il existe deux types différents de chaines Iégéres k et A pouvant s’assembler
avec les cinq types différents de chaines lourdes p, d, v, a et €, qui donnent en correspondance,

les cing types d’lg existant : IgM, IgD, 1gG, IgA, IgE.

Des récepteurs de reconnaissances antigéniques sont également présents a la surface des
LB et LT [155]. Le TCR (T-cell receptor), exprimé par les LT, se constitue de deux chaines, a
et B, reliées entre elles par un pont disulfure avant leur partie transmembranaire. L extrémité de
ces deux chaines représente la partie variable du récepteur, dont la fonction est la méme que
celle des immunoglobulines. Le TCR n’est activé que par des peptides « présentés » par une
autre cellule : ces peptides antigéniques, issus de la dégradation de protéines endogénes ou
exogenes, sont liés, de facon non covalente, aux molécules du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) de classe | ou Il. Le CMH-I est présent sur toutes les cellules
nucleées et engage le TCR des LT CD8+.

Le CMH-II est I’apanage de cellules spécialisées dites Cellules Présentatrices
d’Antigéne (CPA : LB, DCs, macrophages) et est reconnu par le TCR des LT CD4+. Le CMH-
Il peut également étre induit par des cytokines proinflammatoires comme I’IFN-g dans certaines

cellules qui n’en possedent a I’origine, comme les kératinocytes [156, 157]. Le BCR (B-cell
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receptor) est constitué de I’anticorps sécrété par les LB, avec des chaines lourdes équipées d’un
domaine transmembranaire. Ces derniers peuvent reconnaitre directement un pathogéne, mais
il est également possible qu’une autre cellule présente un peptide a leur BCR dans le contexte
d’une molécule du CMH [158].

Les CMH de classe | sont codés par 3 genes chez I’homme, HLA-A (human leukocyte
antigen-A), HLA-B et HLA-C (Figure 9). En temps normal, le CMH-I est constamment
« chargé », c’est-a-dire lié a un peptide du « soi » issu de la dégradation de protéines endogénes
de la cellule. En cas d’infection, ces peptides endogénes incluent également des fragments des
protéines virales se trouvant dans le cytoplasme de la cellule. Un complexe protéique, le
protéasome, est a I’origine de la formation de ces peptides [159]. C’est un complexe tubulaire
de 2000 kDa, composé d’une unité S20, I’unité protéase, entourée de deux unité S11,
reconnaissant les protéines exogenes ou S19 servant a éliminer les protéines cellulaires ayant
subi une polyubiquitination. L’ensemble de ce complexe est noté protéasome S26 et dégrade
les protéines en peptides de 6 a 9 acides amines qui, pour étre charges sur le CMH-I, sont pris
en charge par des protéines exprimées a la surface cytosolique du réticulum endoplasmique
[157]. Une de ces protéines, la tapasine, va stabiliser et diriger les peptides vers le transporteur
associé a la présentation de I’antigéne (transporter associated with antigen presentation, TAP),
qui permet I’entrée dans la lumiere du réticulum endoplasmique et I’assemblage des peptides
avec le CMH-I [160-162]. Des peptides issus de protéines exogénes peuvent également étre
chargées sur le CMH-I, c’est ce qu’on appelle présentation croisée (cross-presentation) [163].
Ainsi, des composants bactériens endocytés ou provenant de portions de cellules infectées
phagocytées peuvent étre transférés par les TAP dans le cytoplasme, suite a la fusion de
I’endosome précoce ou du phagosome précoce avec un endosome recyclé contenant des TAP.
Ces composants bactériens vont étre dégradés par le protéasome comme les protéines
endogénes, puis les peptides ainsi générés sont transportés dans le réticulum endoplasmique
pour charger le CMH-I (Figure 9) [164, 165].
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Figure 9 : Structure des Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe | et 11 et
présentation de I’antigene.

La présentation d’antigéne a partir du CHM de classe | est destinée a activer les Lymphocytes
T (LT) CD8", tandis que les antigenes chargés sur le CMH de classe 1l sont destinés a activer
les LT CD4". Image modifiée a partir de Kobayashi et al. (2012) Nat Rev Immunol [166].
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Le CMH de classe Il est encodé par 3 génes chez I’homme, HLA-DR, HLA-DQ et
HLA-DP (Figure 9). Les chaines a et B sont assemblées dans le réticulum endoplasmique et
associees avec une chaine invariante (invaraint chain, li). La vésicule réticulaire contenant le
complexe li-CMH-II va fusionner avec d’autres endosomes contenant des protéases pour
former le compartiment du CMH-11 (MHC class 1l compartment, MIIC) [157, 167]. La chaine
invariante li sera digéré en laissant un peptide résiduel associé au site de liaison du CMH-II
(class ll-associated li peptide, CLIP). Dans les CPA, les phagosomes et les endosomes
contenant des peptides antigéniques vont fusionner avec les MIIC. Le CLIP est détaché du
CMH-11 gréace a la chaperonne HLA-DM pour permettre la liaison du CMH-I1 avec ces peptides
(Figure 9).

Les signaux de danger (activation des PRRs, libération de cytokines pro-
inflammatoires) entrainent des changements phénotypiques et fonctionnels dans les CPA. En
particulier, les DCs présentes dans les tissus périphériques passent par un processus dit
« maturation ». Les DCs matures migrent via la lymphe pour aller présenter les peptides chargés
sur les molécules du CMH aux LT présents dans les ganglions lymphatiques [168]. 1l existe
deux types de LT, se distinguant par I’expression de leur corécepteurs associés au TCR, les LT
exprimant le CD8 ou T cytotoxiques (Tc) et les LT exprimant le CD4 ou T helpers (Tw). Les
Tc sont activés par les antigenes présentés dans le contexte du CMH-1 et vont avoir pour
principal réle d’identifier et de lyser, par la sécrétion de perforine, les cellules infectées par des
virus ou les cellules tumorales [169]. Par la suite, nous nous concentrerons plus particulierement

sur le role des Th.

2-3-4. |’activation et I'orientation des lymphocytes T helper

Les Tw naifs, c'est-a-dire n’ayant jamais été exposés a I’antigéne reconnu
specifiquement par leur TCR, sont soumis a 3 types de stimulation. De fagcon simplifiée, on
peut distinguer 3 signaux : Signal I pour I’activation, Signal Il pour la survie et Signal 111 pour
la différenciation [170].

Le signal | est I’engagement durable du TCR par le complexe peptide/CMH-II,
garantissant la spécificité antigénique. Le signal Il est apporté par les molécules de la
superfamille des B7 et de la superfamille des TNFR (tumor necrosis factor receptor
superfamily, TNFRSF) : ces ligands dits de costimulation sont exprimés par les DCs,
garantissant I’expansion clonale du Tw spécifique de I’antigene. Le signal 111 comprend les
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cytokines et autres ligands de récepteurs exprimés par les LT, dont I’expression par les DCs est
déterminée par le type de signal de danger et leur environnement : ces facteurs jouent un role
déterminant dans la polarisation des TH. En effet, au terme de leurs différenciations, les LT
CD4+ présentent un phénotype particulier qui, lorsqu’il est bien adapté au danger rencontré, va
assurer I’efficacité de la réponse immunitaire adaptative [132, 169]. Nous nous limiterons ici
aux principales polarisations décrites : Tul, T2 et TH17 (Figure 10).

Le TCR se présente sous la forme d’un complexe entouré de deux CD3, molécule
caractéristique des LT, qui joue le rdle de transducteur du signal du TCR, c’est-a-dire qu’il va
transmettre I’information du TCR activé en signaux intracellulaires. Le signal | se termine
quand le TCR se lie a son peptide spécifique présenté par le CMH-1l pendant que son
corecepteur, le CD4 se fixe sur la chaine a du CMH-II, son fragment constant. Cette double
reconnaissance est indispensable pour I’activation de la signalisation intracellulaire [171].
L’activation de CD4 entraine I’activation de la Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine
kinase), une kinase qui va phosphoryler les domaines d’activation intracellulaire du complexe
CD3-TCR, les domaines ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs). Cette
phosphorylation des ITAM et la fixation de I’antigene sur le TCR entraine I’activation de la
tyrosine kinase associée aux ITAMs, la ZAP-70 ({-chain-associated protein) qui va permettre
I’activation de la phospholipase C-y (PLC-y). Cette dernié¢re kinase, par I’intermédiaire de
cascades de réaction d’autres kinases comme les MAPK, permet I’activation de facteurs de
transcription comme NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) et AP-1 (Activator protein 1)
[155, 172].

Le signal Il est une action synergique résultant de I’engagement de plusieurs récepteurs
exprimés par le Tw par leurs ligands exprimés a la membrane de la CPA [173]. La superfamille
des récepteurs activateurs B7 regroupe des molécules de co-stimulation indispensables a
I’activation du Tw naif. CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) sont exprimés par les DCs matures et se
lient au récepteur CD28 des Th. L’engagement de CD28 permet le recrutement de kinases
comme la phosphoinositide-3 kinase (PI3K) et la protéine kinase B (PKB), toutes deux
intervenant dans I’activation des facteurs de transcription comme NF-xB. L’activation de ces
signaux permet la prolifération des Tw et augmente leur survie, par I’expression de la protéine
Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large), un agent anti-apoptotique par inhibition de la voie des
caspase-9. CD28 joue également un réle dans la polarisation des TH, en synergie avec le signal
1l qu’ils percoivent [174]. Une synergie avec I’IL-12 libérée par la DC oriente la

differenciation de la cellule en lymphocyte T helper de type 1 (TH1l). Au contraire, sous
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influence de TGF-B (transforming growth factor-f), I’activation de CD28 entraine une
polarisation en lymphocyte T helper de type 17 (Tu17) [175].

Les facteurs issus des DCs permettant une polarisation des lymphocytes T helper de
type 2 (Tn2) sont encore mal connus. Sous influence d’IL-2 et d’une activation particulierement
forte du CD28, le Tw produit de I’IL-4 et de I’IL-5, caractéristique d’une orientation vers le
profil Tu2 et entraine une inhibition de la maturation vers Tul7. OX40 (CD134), exprimé par
les Tu et son ligand OX40L (CD252), exprimés par les DCs, sont des membres de la
superfamille des TNFR/TNF [176]. L’activation de OX-40 entraine également le recrutement
et I’activation de kinases comme PI3K et PKB. L’activation d’OX40 va entrainer la production
d’IL-4 et inhiber la production d’IFN-y par les THO [177].

Enfin, un fort engagement de CD28 peut aussi entrainer une différenciation des cellules
en lymphocytes T régulatrices (Treg), des cellules intervenant dans la tolérance immunitaire,
c’est-a-dire des cellules ayant un role anti-inflammatoire et immunomodulateur [178]. Les Treg
sont a la fois utiles pour atténuer la réponse immunitaire quand I’organisme s’est débarrassé du
pathogéne, mais également pour limiter I’apparition de LT autoréactifs, qui reconnaissent des
antigénes appartenant & I’organisme, comme c’est le cas pour les maladies auto-immunes. Cette
différenciation Treg Se caractérise par I’expression du gene FoxP3 (forkhead box P3) et du
récepteur CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, ou CD152). CTLA4 étant
aussi un récepteur pour les ligands CD80/CD86, les DCs matures vont donc participer a
I’amplification de la réponse tolérogénique quand cette derniere est initiée par les Tw. Il existe
deux catégories de Treg : ceux différenciés a partir d’un Tr « naif » sont appelés Treg inductibles
ou iTreg, par opposition aux Treg Naturels (nTreg) dérivés a partir du thymus et spécifiques des
antigénes du « soi » qui sont alors présentés a ce stade précoce de la différenciation des LT
[177].

Le couple de co-stimulateurs ICOS (inducible T cell co-stimulator), exprimé par les Th,
et ICOSL (ICOS-ligand), exprimé par les DCs appartient a la méme famille que CD28 et
provoque une cascade intracellulaire similaire [173]. L activation d’1CQOS, en fonction du signal
I11 associé, oriente la réponse vers Tul ou Tn2, comme CD28. Cependant, cette orientation est
particuliere, puisque ICOS va non seulement permettre la production d’IFNy, pour les THl, ou
d’IL-4, pour les T2, mais va en méme temps entrainer I’expression du récepteur a chimiokine
de type CXC 5 (CXC-motif Receptor 5, CXCR5) et la production d’IL-21. CXCR5 et 1L-21
sont des marqueurs de la différenciation des lymphocytes T en lymphocytes T folliculaires

helper (Trn), une différenciation des LT particuliere, pouvant appartenir aux population Th1,
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TH2 ou Twhl7, capable de soutenir I’activation des lymphocytes B (LB) et la production
d’anticorps dirigés contre I’antigene spécifique du Tw. De plus, la stimulation des deux
récepteurs CD28 et ICOS entraine une différenciation des cellules vers Tu17 par activation du
facteur de différenciation ROR-yt (retinoic acid receptor-related orphan receptor-ys),

spécifique de la réponse Tul7 [179].

Le signal Il peut étre également source d’un rétrocontréle des Tw sur les CPA.
L’activation du CD40 des DCs matures par le CD40L des Tw entraine pour la DC une
potentialisation de la réponse NF-«xB, déja engagée par la maturation et une augmentation de la
survie. Ceci résulte en un accroissement de la production d’IL-12, qui aboutit a une réponse de
type TH1, tout en diminuant la réponse des cytokines qui oriente la réponse Tn2. L’engagement
du CD40 exprimé par les LB permet aussi d’augmenter leur survie, leur différenciation et leur

prolifération, en synergie avec I’IL-21 produit par les Trn.

Le signal 11l implique des facteurs solubles importants dans la polarisation des Th.
Comme discuté ci-dessus, la libération des facteurs solubles et leurs effets sont dépendants en
partie des autres signaux. Si les Tw se polarisent, c’est pour orienter la réponse immunitaire de
facon a combattre de fagon optimale un type de pathogéne. Les différents types d’infection
entrainent une prévalence d’un type de LT grace a I’orientation de la maturation des DCs

présentant I’antigéne.

Les infections bactériennes et virales vont entrainer une orientation de la polarisation
vers un phénotype Tul (productrice d’IFN-y), grace a la production d’IL12, d’IL18 et d’IL6
par les DCs (Figure 10). Les parasites et les toxines vont avoir une orientation Tu2 et Trn
(productrice d’IL-4, donc de type 2), grace a la production d’IL-33 par les DCs et grace a une
stimulation d’IL-4 et d’IL-25. Une infection par des moisissures oriente la polarisation vers un
phénotype Tnl7, grace a la production d’IL-1, d’IL-23, de TNF et d’IL6 par les DCs. Les
Tul7 sécrétent de I'IL-21 et permettent le recrutement de neutrophiles dans les zones

inflammatoires (Figure 10).

36



Introduction

A Cellule Dendritique B c

ChH IL-1
CDB0 classe Il IL-6
o CDBE Anligéne r\ .I IL-23
TCR { ’ TGF@
IL-12 /il
IL-18 TA7 ’ «——TGFp
IFNY IL-4 IL-21

Inflammation, défensa
contre lag pathogénes
et reéparation tissulaire

Immunité hymorake

Il e e llulaing
Allergies

Figure 10 : Orientation helpers (TH) en fonction du signal 11 et 111 et leurs réponses
immunitaires associées [180].
A. L’orientation Tul, par I’activation de CD28 par CD80/86 et la stimulation par I’IL-12 et

I’IL-18 entraine une production d’TFNy et une réponse cellulaire, c’est-a-dire I’activation des
Tc (CD8") et des macrophages. B. L’orientation Tr2, par I’activation de CD40 par CD40L et
la stimulation par I’lL-33, I’IL-4 et I’IL-25 entraine une production d’IL-4 et une réponse
humorale, c’est-a-dire I’activation des LB, mastocytes et des éosinophiles. C. L’orientation
Tul7, par la stimulation par I’IL-1, I’IL-6, I’'IL-23 et le TGFP entraine une production d’1L-21
et une activation générale de cellules intervenantes dans I’inflammation, comme les DCs, les
macrophages mais aussi les neutrophiles. Image issue d’une réalisation originale, inspirée de la
banque d’images libres de droits Servier Medical Art.

Méme s’il y a une orientation préférentielle vers un typer de Tw, c’est-a-dire qu’il y ait
une majorité de Tnl ou de TH2, il y aura toujours différenciation de I’autre population de Tw,
pour éviter I’apparition de pathologies associées au systéeme immunitaire. Une réponse TH1-
Tn17 trop dominante peut entrainer I’apparition de maladies auto-immunes pendant qu’une
réponse Tw2 trop dominante peut entrainer I’apparition d’allergies. Le rble des Treg (induites
ou naturelles) est de réguler la réponse immunitaire et de contréler I’inflammation, mais ils

peuvent aussi avoir des conséquences déléteres dans le cas de la lutte contre les tumeurs.
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2-4. Les cellules dendritiques cutanées

2-4-1. Les différentes populations de dendritiques cutanées

Les cellules dendritiques (Dendritic Cells, DCs) sont des cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) spécialisées et présentes dans tous les tissus, dont la peau. Elles sont capables
de reconnaitre un pathogene via leurs PRR, ce qui entrainent leur maturation fonctionnelle. Lors
de la transition de I’état immature a I’état mature (présentation d’un antigéne du pathogéne via
leur CMH-11, expression de récepteurs de costimulation et de cytokines), elles migrent hors de
leur tissu de résidence via les vaisseaux lymphatiques et rejoignent les ganglions lymphatiques
ou elles activent les lymphocytes T naifs. C’est cette maturation et la migration entre périphérie
et organes lymphoides secondaires qui distinguent les DCs des autres CPA professionnelles
(macrophages, LB), ainsi que leur capacité a activer les LT dits « naifs », c'est-a-dire n’ayant

jamais rencontrés I’antigene dont ils sont spécifiques (Introduction, Partie 2-3-4).

Il existe plusieurs populations de DCs et leurs études commencent avec la découverte
des cellules dendritiques de I’épiderme par Paul Langerhans en 1868 [181]. Au moment de leur
découverte, ces cellules étaient associées a la perception sensorielle cutanée par leur
ressemblance avec les dendrites des neurones, sous la coloration au chlorure d'or (I11). C’est
gréce a leur isolation a partir de I’épiderme et la mise en évidence de I’expression du récepteur
au fragment constant (Fc récepteur) et du récepteur au complément C3 (C3 récepteur), que les

cellules de Langerhans, ont vu leurs fonctions associées au systeme immunitaire [182, 183].

Il existe deux grandes familles de DCs, les DCs conventionnelles (conventional DCs,
cDCs) et les DCs dérivés de monocytes (monocyte-derived DCs, MonoDCs). Les ¢cDCs ont
pour origine le méme précurseur hématopoiétique de la lignée myéloide, le précurseur des
monocytes, macrophages et DCs (monocyte-macrophage/DC progenitors, MDPs), une cellule
multipotente qui peut s’autorenouveler ou se différencier en précurseur des cDCs (common DC
precursors, CDPs), qui se retrouveront dans la circulation sanguine [184, 185]. Les CDPs sont
des cellules souches unipotentes qui vont rester dans la moelle, qui peuvent se renouveler et se
différencier en précurseur de cDCs (pré-cDCs). Ces pré-cDCs vont se retrouver dans la
circulation sanguine et n’acquierent leurs phénotypes finaux qu’aprés avoir rejoint leurs tissus

de résidence (peau, intestins entre autres) (Figure 11).
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Figure 11 : Origine des cDCs dermiques dans la peau normale humaine.
Les différentes populations de cellules dendritiques conventionnelles (cDC), cDC1 CD141",

cDC2 CD1c" et les DCs doubles négatives (DN-DCs) proviennent du méme précurseur
hématopoiétique pré-cDCs (common DC precursors, CDPs). Avec les cellules de Langerhans
(LCs) qui résident dans I’épiderme et proviennent de progéniteurs dérivés de la vésicule
vitelline, les cDC sont dotés de la capacité de migrer vers les ganglions lymphatiques drainant.
Pour pallier & I’absence des cDCs, les monocytes CD14"9" présents dans le sang vont migrer
dans la peau et se différencier en DCs (MonoDCs, DCs dérivés de monocytes), une population
de DCs a durée de vie plus courte, présente le temps que de nouvelles cDCs se différencient a
partir des CDPs. Les monocytes peuvent également se différencier en macrophages
(MonoMacro). Ces derniers ne doivent pas étre confondus avec les macrophages résidents de
la peau, provenant de la différenciation du méme précurseur que les CDPs. Image modifiée
d’apres Malissen et al. (2014) Nat Rev Immunol [186].
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Les cellules de Langerhans (LCs) sont les seules DCs de I’épiderme. Elles proviennent
directement de cellules souches hématopoiétiques embryonnaires de la vésicule vitelline dans
un premier temps (de 2 a 6 semaines de développement), puis des monocytes du foie feetal (de
4 & 22 semaines), qui ont colonisés I’épiderme au moment de son développement
embryonnaire [187-189].

Dans la peau non inflammée, on trouve principalement des cDCs, ainsi qu’une faible
proportion de MonoDCs (Figure 11). Initialement divisées en deux populations par I’expression
de CD1a (molécule analogue au MHC-I, utilisee pour la présentation d’antigenes lipidiques) ou
de CD14 (corécepteur de TLR4) [190, 191], la nomenclature des cDCs du derme a été
récemment revue suite a des études comparatives, chez I’homme et la souris, de leurs profils
d’expression génique (single-cell RNA sequencing et mass cytometry), conduisant a la
distinction des populations cDC1 (XCR1+ CD103+ Langerin+ DCs chez la souris, CD141*
DCs chez I’lhomme) et cDC2 (CD11b+ DCs chez la souris, CD1c* DCs chez I’homme). Les
« DCs » du derme humain exprimant CD14 ne sont maintenant plus considérées comme telles,
car elles semblent ontologiquement proches des macrophages résidents et leur capacité a migrer

vers les ganglions lymphatiques a été mise en doute [192].
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Tableau 1 : Caractérisation phénotypique des sous-populations des DCs cutanés chez
I’lhomme.
Toutes les DCs ont pour caractéristiques d’exprimer le CHM de classe Il (HLA-DR) et CD2009.

Tableau inspiré de Kashem et al. (2017) Annu Rev Immunnol [193].

Cette nomenclature a toutefois des limites, certaines populations rares identifiées chez
la souris, comme les DCs doubles négatives (DN-DCs, n’exprimant ni XCR1 ni CD11b chez
la souris) ne trouvant pas d’équivalent clair chez I’homme [193]. Chez I’homme, il y a
également une population de DCs non définie (ND-DCs) qui ne trouve pas d’équivalent chez
la souris et qui se caractérise par I’absence d’expression de CD141 et CD1c (Tableau 1) [184].
Il se pourrait que la diversité des sous-populations de cDCs humaines soit plus vaste que chez
la souris. En séquencant I’ARN de DCs dermiques (single-cell RNA sequencing), Villani et al.
ont mis en évidence 6 populations distinctes de DCs [194], montrant ainsi que les connaissances

sur les DCs dermiques humaines ne sont pas figées [195].
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Les différents types de cDCs expriment des PRR différents et semblent posseder des
capacités fonctionnelles différentes. Suivant I’ancienne nomenclature, les cellules CD14*
entrainaient une orientation Tn2 alors que les DCs CD1a+ semblaient plut6t impliquées dans
I’orientation Tn1 [185].

Chez la souris, la littérature montre le plus souvent que les cDC1 sont responsables
d’une orientation Twu1, alors que la contribution des cDC2 semble plus variable, induisant des
réponses TH2 [196] ou TH17 [197, 198]. Chez I’homme les CD141"DCs (cDC1) et CD1c*DCs
(cDC2) donnent toutes deux une orientation Tul et Tn17 [185, 193, 199]. Toutefois, de telles
spécialisations fonctionnelles des sous-populations restent sujettes a caution car elles dépendent
trés probablement des conditions d’expérimentation in vivo ou, chez I’homme, des méthodes
d’isolation des DCs et de coculture avec les LT. En effet, les DCs font preuve d’une grande
plasticité, due a leur sensibilité aux signaux de leurs environnements. Outre les résultats
discordants concernant I’orientation TH par les cDC2, le fait que les cDC1 sont fréquemment
présentées comme possédant une capacité hors du commun a la présentation croisée aux LT
CD8+ n’exclut pas que les LCs en soient également capables, sous certaines conditions [200-
202].

2-4-2. Les cellules de Langerhans

Graces a leur prolongements (dendrites) pouvant s’étendre jusqu’a la couche cornée, les
cellules de Langerhans sont les premieres en contact avec les bactéries et représentent entre 2
et 3% de le population cellulaire totale de I’épiderme. Elles ont donc un double role,
tolérogénique pour les bactéries commensales et antibactérien pour les pathogenes. A I’age
adulte, les LCs n’ont pas de progeniteurs connus circulant dans le sang, contrairement aux
cDCs. Pour renouveler leur population, les LCs sont les seules DCs différenciées a pouvoir se
multiplier [189, 203]. Cette propriété a été observéee chez I’homme apres une allogreffe ou 2 a
7 % des LCs expriment le marqueur Ki-67, un protéine nucléaire associée a la prolifération. Ce
pourcentage peut varier en fonction des pathologies ou il peut attendre entre 13 et 17% de LC
proliférantes dans le cas de la dermatite atopique. La prolifération est soutenue par les
kératinocytes sécrétant le TSLP (thymic stromal lymphopoietin) et I’IL-34 pendant la
cicatrisation cutanée ou apreés une inflammation, pour renouveler les LCs ayant migré hors de
I’épiderme [187, 204].
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Les LCs expriment un PRR particulier, le CD207 aussi connu sous le nom de Langerin,
une lectine-C de type Il (CLRs) et, chez I’homme, surexpriment également le CD1a (phénotype
CD1a""), ces deux marqueurs étant couramment utilisés dans la détection des LCs en
expérimentation [205]. Posséder des PRRs et étre constamment en contact avec des bactéries
ne fait pas migrer pour autant toutes les LCs hors de I’épiderme. Cet équilibre homéostatique
entre la non-inflammation (steady state) et I’inflammation dépend beaucoup des kératinocytes
et leur libération de cytokines constituant un frein a la migration des LCs. Le TGF-B1
(également en autocrine par les LC) et le BMP7 (bone morphogenetic protein 7) libérés par les
kératinocytes permettent d’entretenir I’état non inflammatoire. Le passage a un phénotype
migratoire se fait par la diminution de I’expression d’E-cadhérine, récepteur d’adhésion
épithéliale, par I’action du TNFa et sous I’influence de CCL19 (chemokine C-C motif ligand
19) et CCL21 produits par les cellules endothéliales lymphatiques, qui guident les LCs matures
exprimant leur récepteur CCR7 (C-C chemokine receptor type 7) [206-208].

Les capacités d’orientation TH par les LCs restent controversees. A la suite de leur
migration ex vivo hors d’explants de peau, les LCs humaines semblaient uniqguement induire
des réponses de type Th2, faisant ainsi des LCs des cibles thérapeutiques pour le traitement
d’allergies [209]. Cependant, les LCs sont capable, in vitro et in vivo, sous des conditions
specifiques de stimulations, d’induire des réponses Tul [210, 211] ou TREG [209, 212]. Ces
expériences montrent la difficulté d’assigner le ciblage des LCs a une stratégie thérapeutique

donnée.

Enfin, comme pour les autres DCs, I’induction d’une migration des LCs n’est pas uniguement
dépendante d’une rencontre avec un pathogéne, mais également du contexte : les cytokines et
chimiokines libérées dans la peau et les signaux de dangers (UV, molécules irritantes) régulent
I’activation de différents facteurs de transcription. L activation du facteur de transcription PU.1
va entrainer un signal de développement, d’immunotolérance et donc va permettre aux LCs de
rester dans I’épiderme, pendant qu’une activation de NF-kB et d’IRFs (3 et 7) vont entrainer la

migration des LCs avec respectivement une réponse pro-Tr1l et pro-Tw2 [206, 207].
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Figure 12 : Prolifération, maintien et maturation des cellules de Langerhans (LCs).
Les LCs sont les seules DCs de la peau capable de proliférer et maintiennent leur état

indifférencié grace a un ensemble de facteurs libérés par les kératinocytes. La maturation des
LCs entraine leur migration hors de la peau, dans les ganglions lymphatiques drainants et le
recrutement de monocytes, dans I’épiderme. Les monocytes se différencient des MonoLCs, qui
ne peuvent pas proliférer, pour compenser la migration des LC [212]. Image issue d’une
réalisation originale, inspirée de la banque d’image libres de droit Servier Medical Art.
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A la suite d’une inflammation intense (par exemple irradiation UVC), et donc d’une
déplétion du réseau épidermique des LCs suite a leur migration, deux types de cellules sont
détectées dans I’épiderme: les LCs résidentes, présentes dans I’épiderme depuis le
développement embryonnaire et parfois qualifiées de long-term ou long-lived LCs, et les LCs
dérivées de monocytes sanguins (MonoLCs), rejoignant le derme puis I’épiderme et se
différenciant sur place (Figure 12). Cette population de Mono-LCs, n’est présente que pendant
une courte période (d’ou leur appellation de short-term ou short-lived LCs) [213]. Le but de ces
MonoLCs serait d’aider a la prolifération des kératinocytes, a la cicatrisation de I’épiderme et
au maintien de I'immunocompétence épidermique le temps que les LCs résidentes se
multiplient et recolonisent I’épiderme. Chez I’nomme, ce sont les monocytes CD14"9" qui vont
migrer dans I’épiderme sous I’action chimiotactique des chimiokines CCL2 et CCL20, ligands
respectifs de CCR2 et CCR®, produites par les kératinocytes de I’isthme et de I’infundibulum
du follicule pileux [208, 214]. L’épiderme étant dans un contexte pro-inflammatoire, les
cytokines comme le GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor), liant le M-
CSFR (macrophage colony-stimulating factor receptor) exprimé par les monocytes, I’lIL-1 et
le TNF-o vont permettre la différenciation des monocytes CD14"9" en Mono-LC (Figure 12)
[212, 215].

2-4-3. Les cellules dendritiques dérivées de monocytes

Il existe 3 types différents de monocytes humains circulant dans le sang, différenciable
par leur expression de CD14 (corécepteur de TLR4) et CD16 (ou FcyRIII, récepteur du
fragment constant des 1gG, type 3) :

- Les monocytes classiques, CD14"" et CD16, représentant 85% des monocytes
circulants,

- Les monocytes intermédiaires, CD14"9" et CD16", représentant 5% des monocytes
circulants,

- Les monocytes « non-classiques », CD14* et CD16"9", représentant 10% des monocytes

circulants.
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Les monocytes sortent de la moelle osseuse avec le phénotype « classique» et vont
progressivement acquérir CD16 [186, 216, 217]. La migration des monocytes dans la peau se
fait par chimiotactisme grace a I’activation de leur CCR2 et a la production de ses ligands dans
la peau en conditions inflammatoires [218]. Tous les types de monocytes peuvent étre recrutés
dans la peau et se différencier en DCs mais seuls les monocytes exprimant CD16 pourront se
différencier en macrophages.

Les monocytes, sous I’action d’IFN-a et d’IL-12, vont activer le facteur de transcription
IRF4 et commencer & exprimer faiblement le CMH-1I (HLA-DR'®) et devenir des pré-
MonoDCs. Les actions de GM-CSF, de TNF-a ou de TGF-B, activent les facteurs de
transcriptions PU.1 et IRF8 des pré-MonoDCs pour finir leur maturation en MonoDCs
exprimant le CMH-II et CD1l1c¢ (intégrine ax) [219, 220]. Il est possible d’induire une
différenciation similaire in vitro avec des monocytes du sang humain, incubés avec de I’lL-4,
qui va activer IRF4 et du GM-CSF, qui va activer IRF8 [221, 222].

Les MonoDCs sont des CPA efficaces, provoquant une orientation Tn semblable a celle
induite par les cDC2. Ces deux populations ont souvent été confondues a cause de leur
expression variable de CD141 et de leur expression de CD1c [223, 224]. Ces cellules, souvent
désignées collectivement comme DCs inflammatoires (infDCs), persistent dans la peau de
patients souffrant d’inflammation cutanée chronique (psoriasis, dermatite atopique) [225, 226].
Parmi elles, une sous-population dermique peut libérer du TNF-a et de I’oxyde nitrique par
I’activation inductible de I’oxyde nitrique synthase (inducible nitric oxide synthase, iNOS), les
TNF-0/iNOS-producing DCs (TipDCs). On distingue également des IDECs (inflammatory
dendritic epidermal cells) au niveau de I’épiderme. Les infDCs ne semblent pas étre recrutées
vers le ganglion, suggérant un réle limité dans I’initiation des réponses T primaires. Cependant
elles ont un réle important de par leur capacité d’élimination des pathogéenes et de recrutement
et d’activation des LT mémoires résidents de la peau [186, 193, 218, 224].
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3- Linnervation sensorielle cutanée

3-1. La perception

Le mot Perception provient du latin percipio (saisir, percevoir) qui, dans son sens
philosophique aristotélicien se caractérisait par tout ce qui était perceptible par les 5 sens (la
vue, I’ouie, I’odorat, le godt et le toucher). En revanche, la Perception dans son sens
physiologique, traduit toute caractéristique d’un changement d’état pouvant étre détecté a la
suite d’une stimulation [227]. Ainsi, la perception ne se limite plus aux sensations interprétées
par un organisme pluricellulaire, mais au sens physiologique, englobe également la réaction
d’une cellule isolée. Dans sa fonction la plus basique, la perception peut donc se limiter a
I’action d’une molécule sur une autre molécule, entrainant un changement de comportement de
la cellule [228].

Si le concept méme de perception est déja présent chez les procaryotes comme les
eucaryotes, c’est que cette fonction est vitale pour tout organisme vivant, une bactérie doit
posséder des fonctions sensorielles, comme la sensibilité aux variations de pH, au taux
d’oxygéne, ou aux enzymes sécrétées par d’autres bactéries, afin d’assurer sa survie. Ces
procédés sont propres a toutes cellules isolées, méme eucaryotes, mais la bactérie possede des
sensibilités, dans le sens perception physique, comme la perception du champ magnétique
terrestre [229], capacité retrouvée chez certains vertébrés, dont cette fonction est dédiée a un

type cellulaire particulier [230].

Dans une bactérie, la perception d’une stimulation et le changement de comportement
de la cellule en réponse ne nécessite que I’intervention de récepteurs ou d’organelles, puisque
I’organisme entier se constitue d’une seule cellule. Pour les organismes pluricellulaires, c’est
une cellule dédiée ou un organe a part entiere qui prend en charge la perception sensorielle. Le
neurone remplit cette fonction a la fois de cellule sensorielle mais également de cellule pouvant
intégrer I’information pour modifier le comportement de I’organisme suite a la perception

sensorielle.
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3-2. Les neurones

Tout comme il y a des cellules spécialisées dans la perception, des cellules sont dédiées
a la transmission de cette information et a sa centralisation. Ce réseau permet d’interpréter le

signal et optimiser la réaction de I’organisme. Ces cellules ne sont autres que les neurones.
3-2-1. Une unité cellulaire fonctionnelle

Elément a la fois senseur, reliant les organes sensoriels, vecteurs d’informations
motrices et surtout constituant du centre organisateur de toutes ces informations, le cerveau, le

neurone est le dénominateur commun de toutes ces constructions physiologiques.

Le neurone a été observé par Camillo Golgi en 1873, qui I’a également décrit comme
compartimenté en 3 parties distinctes : le soma (corps cellulaire), les axones et les dendrites
(ces derniers constituant une subdivision des neurites) [231]. En 1888, Santiago Ramon y Cajal,
gréce a sa coloration combinant rouge carmin, bleu de méthyle et acide chromique, a mis en
évidence la contiguité et non la continuité des cellules nerveuses [232], faisant du neurone une
cellule isolee et fonctionnelle. Cette découverte mit fin a la théorie réticulaire du cerveau au
profit de la théorie cellulaire et Golgi et Cajal se voient attribuer le prix Nobel en 1906 pour

leurs découvertes sur la structure du cerveau [233].
3-2-2. Organisation structurelle

Le neurone est une cellule spécialisée, excitable et polarisée servant a recevoir, intégrer
et transmettre de I’information sous forme de fréquences de signaux électriques. La structure
générale du neurone s’oriente autour de son corps cellulaire, aussi appelé soma, qui contient le
noyau et I’appareil réticulaire, d’ou bourgeonnent des dendrites, embranchements servant a
recevoir les informations, et un axone, prolongement principal pour transmettre I’information
intégrée par la cellule (Figure 15A) [231, 234].
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Figure 13 : Structure d’un neurone du systeme nerveux central (SNC) et d’un neurone du
systeme nerveux périphérique.

Les neurones pseudo-unipolaires générent leurs potentiels d’action a partir de leurs
terminaisons dans les tissus périphériques, contrairement aux autres neurones, générant leurs
potentiels d’action a la base de leur corps cellulaire. Les neurones du SNP sont myélinisés par
les cellules de Schwann pendant que les neurones du SNC sont myélinises par les
oligodendrocytes. Image issue d’une réalisation originale, inspirée de la banque d’images libres
de droit Servier Médical Art.
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Cette définition simpliste ne convient cependant pas a tous les types de neurones. Méme
si le neurone est déja une cellule hyperspécialisée, de nombreux sous-types de neurones
existent, en lien direct avec les fonctions qu’ils occupent. Plus de 200 types distincts de
neurones et leur organisation structurale sont référencés, par exemple, dans la base de données

NeuroMorpho.Org, regroupant des reconstructions 3D de neurones de plusieurs espéces a partir

de la littérature scientifique [235]. Les neurones sensoriels présentent une morphologie
différente (Figure 13B), ils sont pseudo-unipolaires, ne possedent pas de dendrites mais un
axone unique, ramifié a ses deux extrémités. Une de ces extrémités innerve les tissus et génére

les potentiels d’actions, I’autre transmet I’information a la moelle épiniére ou au cerveau.

Les neurones proviennent des cellules souches neuronales qui apparaissent au jour 28
du développement embryonnaire chez I’homme, avec la formation du tube neuronal. Les
cellules souches neurales sont des cellules souches multipotentes, capables de s’autorenouveler
et de se différencier en neurones immatures et en cellules gliales. Les neurones ne possédent
plus de capacité mitotique, de ce fait tous les neurones proviennent uniquement des cellules
souches neurales [236, 237]. Chez I’adulte, la formation de nouveaux neurones, que I’on appelle
la neurogéneése, est encore possible. Des zones dans le cerveau (zone subgranulaire, région du
gyrus dentelée de I’hippocampe et zone subventriculaire du striatum) contiennent encore des
niches de cellules souches neurales [238-240]. Ces zones ne servent pas uniquement a faire de
nouveaux neurones : le cerveau humain étant composé d’approximativement 86 millions de
neurones pour autant de cellules « non neuronales », les cellules gliales ont un grand réle a jouer
dans le fonctionnement des neurones [241]. Les cellules gliales dérivées des progéniteurs
neuronaux sont les astrocytes, les cellules de Schwann et les oligodendrocytes. Les astrocytes
sont, entre autres, des cellules de soutien, nourricieres et régulatrices de I’activité des neurones.
Les cellules de Schwann et les oligodendrocytes vont créer la gaine de myéline autour des

axones des neurones (Introduction, Partie 3-4-2).

L’ensemble des neurones de I’organisme appartiennent au systéme nerveux. Tous les
neurones se situant a I’intérieur de la gangue osseuse du crane et de la moelle épiniére
appartiennent au systéeme nerveux centrale (SNC) alors que tous les neurones se situant a

I’extérieur appartiennent au systeme nerveux périphériques (SNP).

Le neurone se différencie des autres types cellulaires par I’expression de protéines,
canaux et récepteurs qui lui permettent de générer des potentiels d’actions (Introduction, Partie
3-2-7), mais également par la composition de son cytosquelette, indispensable a sa

compartimentation et a la formation et a la stabilité de I’axone.
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3-2-3. Le cytosquelette

Le cytosquelette d’un neurone est constitué de microtubules, de microfilaments et de
filaments intermédiaires spécifiques aux neurones, les neurofilaments. Le cytosquelette des
neurones est plastique, c’est-a-dire qu’il va permettre a I’axone d’un neurone d’atteindre une
cible donnée, de croitre, de se réparer mais également de se réorganiser pour entretenir de

nouvelles connections en fonction des informations qu’il recoit [235, 242].

Les microtubules conferent leur rigidité (support de la membrane) a toutes les cellules
eucaryotes, indispensable pour la croissance et la division cellulaire [243]. Cette structure
tubulaire a un diametre compris entre 100um et 25um de diametre. Les microtubules sont
composés de 13 protofilaments, eux méme composés des sous-unités a-tubuline et B-tubuline,
organisées en dimeres, ce qui donne une impression d’enroulement des sous-unités entre elles,
formant une structure pseudo-hélicoidale [244]. Dans cette pseudo-hélice, une extrémité des
microtubules commence par une sous-unité a-tubuline, alors que I’autre extrémiteé finit par une
sous-unité B-tubuline. Ces extrémités sont respectivement notées (-) et (+) et rendent les
microtubules instables. Lorsque I’extrémité (-) n’est pas rattachée au centrosome, elle est
soumise aux kinases pouvant la cliver et la dépolymériser, pendant que I’extrémité (+), par les
actions de ces mémes kinases, avec comme co-facteur le GTP, vont s’allonger, se polymériser
[245]. Ce phénomeéne est connu sous le nom de « tapis roulant », observable in vivo et in vitro
et est indispensable pour le transport de grosses organelles et pour la consolidation de I’espace
cytoplasmique lors de la croissance axonale des neurones. Ce « tapis roulant » n’est le seul
moyen de transport par les microtubules. Des protéines associées aux microtubules ou MAPs
(microtubule-associated proteins), possédant une fonction de kinase a ATP, sont appelées
protéines a moteur moléculaire. Elles se lient aux microtubules par ce moteur pendant qu’un
groupement kinésine fixe le matériel a transporter. Ainsi, la Kinésine Il permet de transporter
des éléments du soma vers I’extrémité de I’axone (transport antérograde), pendant que la
dynéine permet de transporter des éléments de I’extrémité de I’axone vers le soma du neurone
(transport rétrograde) [242, 246]. A partir du moment ou le transport fait intervenir les
microtubules et leurs systemes protéiques, les éléments transportés doivent étre empaquetés par
des membranes reéticulaires, golgiennes ou dans des veésicules. Il s’agit du transport axonal dit
rapide (entre 200-400 mm par jours), bidirectionnel, permettant d’amener des protéines,
peptides, acides aminés, des mitochondries ou méme un appareil réticulaire a I’extrémité de
I’axone, pendant que les produits de dégradation ou les lysosomes vont revenir en direction du
soma [246].
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Les microfilaments, aussi connus sous le nom d’actine-F (filament) sont aussi des unités
dynamiques, de 5nm de diamétre et de longueur constante, soit 50nm pour les neurones.
L’actine F est constitué de deux chaines de monomeres d’actine-G (globulaire) avec une
extrémité (-) dépolymérisante et une unité (+) polymérisante, toutes deux sous I’action de
kinases a ATP et toutes deux se dépolymerisant et polymérisant a la méme vitesse, créant ainsi
le systtme de «tapis roulant» [247]. Intervenant normalement dans la mobilité ou la
contraction des autres types cellulaires, chez le neurone ce systéeme est le principal acteur de

I’élongation des dendrites et surtout de I’axone [242].

L axone est généré a partir d’un neurite dit dominant ou émergent. Une fois que I’axone

a commencé a croitre, les autres neurites vont devenir des dendrites.

- Stade I : lamellipode, cellule peu différenciée, avec une organisation en deux lames.

- Stade Il : bourgeonnement, neurone qui émet des prolongements dynamiques

- Stade Il : période de croissance axonale, apparition d’un début d’axone au détriment
des autres prolongements, c’est la phase active de la croissance axonale

- Stade IV : période de croissance dendritique, mise en place I’arborisation dendritique

- Stade V : Maturation neuronale, acquisition des épines dendritiques a la surface des
dendrites, stabilisation des synapses, myélinisation des axones (oligodendrocytes dans
le SNC et cellules de Schwann dans le SNP)

Les filaments d’actine créent des filopodes, des digitations reliées a la membrane par
des proteines transmembranaire de type caténine en intracellulaire et de type cadhérine en
extracellulaire. L’espace entre les digitations va se remplir d’une arborisation d’actine, formant
le lamellipode. Une fois ce dernier suffisamment large, les microtubules s’allongent pour le
remplir. Cette formation se nomme le céne de croissance et représente I’unité fonctionnelle de

la croissance axonale [234].

Une fois I’axone construit, des structures intermédiaires vont étre synthétisées par le
neurone pour consolider le cytosquelette et stabiliser les interactions entre les microtubules. Les
filaments intermédiaires dans le systéme nerveux comportent 5 protéines spécifiques des
neurones, allant de 50 kDa a 200 kDa ; la périphérine, spécifique du SNP ; 1’a-intégrine,
spécifique du SNC, et les 3 neurofilaments, distincts par leurs tailles et donc leurs masses
moléculaires, les neurofilament-Light (NF-L, 68 kDa), Medium (NF-M, 160 kDa) et Heavy
(NF-H, 200 kDa) [248-250]. D’autres filaments intermédiaires comme la nestine ou la
vimentine sont exprimés par les neurones immatures pour permettre la migration de leur corp

cellulaire et la formation des premiers lamellipodes [251].
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Les filaments intermédiaires sont des polyméres s’assemblant entre eux. Un NF-L
commence avec une seule protéine qui se dimérise dans le méme sens (N-terminal et C-terminal
du méme c6té), puis deux dimeres vont s’assembler en antisens par leurs hélices-a pour former
un tétramere. L’alliance de tétrameres forme une structure tubulaire, le filament définitif,
consolidé par I’ajout des protéines des NF de plus grandes tailles. Les neurofilaments sont
indispensables dans la consolidation de I’axone, I’attachement des microtubules et des

filaments d’actines entre eux et avec la membrane.

Un cone de croissance axonale ne progresse pas de fagon uniforme, mais de fagon
saccadée. Il est soumis a un phénoméne de stop-and-go [252], phase d’expansion de la
membrane, suivie par une phase de consolidation du cytosquelette. Ces deux phases ne peuvent
s’exécuter en méme temps et peuvent s’expliquer par la synthése et le transport progressif des
neurofilaments au niveau du soma vers les extrémités. Ce transport est lent (0,3 a 3 mm par
jour), unidirectionnel (toujours du soma vers I’extrémité de I’axone) et se fait de facon
sporadique, au fur et a mesure de la synthese et polymérisation compléte des neurofilaments
[253, 254].

3-2-4. Le potentiel membranaire

Le but d’un neurone, en tant qu’unité fonctionnelle est de coder et transmettre une
information. Cette information se présente sous forme de signal électrique, appelé potentiel
d’action, observe pour la premiere fois par Hodgkin et Huxley en 1939. L’enregistrement du
potentiel d’action, dans cette expérience, se présente sous la forme d’un pic (« spike » en
anglais) de quelques millisecondes, répété 500 fois par seconde [255].

Ce signal électrique est possible grace a la membrane du neurone, possédant une charge
différente entre son c6té intracellulaire et extracellulaire, ainsi que la possibilité d’inverser ces
charges, se dépolariser. Cette charge, en s’inversant, permet la formation et la propagation du
potentiel d’action. La différence de charge entre I’intérieur et I’extérieur de la membrane se

nomme potentiel membranaire.

Le neurone génére, maintient et inverse son potentiel grace a I’'imperméabilité de la
membrane, et donc grace a la différence de concentration en ions entre le cytosol et le milieu
extracellulaire. La différence de concentration en ions n’est cependant pas suffisante pour créer

un courant électriqgue. Méme en concentrations différentes, les ions sont dans deux milieux
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isolés et vont se répartir de facon homogeéne dans ces deux milieux. C’est ce qu’on appelle le
principe de diffusion, théorisé par les lois de diffusion de Fick [256]. Ainsi, seule la membrane
est porteuse des charges électriques. De ce fait, les milieux extérieur et intérieur de la cellule
sont en equilibre électrique, tout comme la membrane dans sa totalité. Pour que sa membrane
soit porteuse d’une charge électrique, le neurone doit créer un courant électrique, c’est-a-dire

permettre le passage de charges électriques, d’ions, au travers de sa membrane.

Un courant électrique est appelé courant parce qu’il y a un mouvement de charge
électrique entre une zone chargée positivement (la cathode) et une zone chargée négativement
(I"anode). Ces deux zones sont situées de part et d’autre de la membrane du neurone et les

charges sont les ions passant au travers de la membrane.

L’amplitude de déplacement des charges électriques est mesurée en amperes (A) et
s’annote | dans les circuits électriques. Le courant électrique est déterminé par deux facteurs :

le voltage et la conductance [257].

Le voltage, aussi appelé différence de potentiel, est la force qu’exerce une particule
chargée et correspond a la différence, mesurée en volt (V), entre I’anode et la cathode. Du fait
des propriéetés isolantes des phospholipides composant la membrane, il y a une différence de
charges entre la membrane coté interne (Vinra) et externe (Vexwra), Cette différence, appelée
potentiel membranaire (Vm), équivaut a Vintra — Vextra= Vm et est comprise entre -30 mV et -80
mV, dépendamment du type du neurone.

La conductance, de symbole g, est la capacité d’un corps a permettre le passage de charges
électriques ; elle se mesure en siemens (S). La résistance est une autre mesure électrique
décrivant les mémes proprietés, mais a I’inverse. La résistance (R, mesuré en ohm, Q ; g = 1/R)
d’un corps est sa capacité a empécher le passage de charges électriques. Dans le systeme du
neurone, résistance ou conductance traduisent la perméabilité de la membrane du neurone aux

ions.

Les caractéristiques de la membrane d’une cellule neuronale peuvent étre résumeés en se
servant de la loi d’Ohm [257], ou le courant de charges ioniques est dépendant de la porosité

de la membrane et de son potentiel : I = gV,
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La loi d’Ohm permet d’expliquer la différence de potentiel entre le coté intra et
extracellulaire de la membrane. C’est le passage des ions au travers de la membrane qui
maintient ou fait varier cette différence de potentiel. Les ions se déplacent au travers de la

membrane de facon passive, c’est-a-dire suivant leur potentiel d’équilibre.

Concentration Concentration Rapport Potenticl d cquilibire &
lons extracellulaire cvitoplasnigque extérienr/intérieur 3TC
mi mM Gradient E, en m¥
K’ 20 4040 1 20 =80
Ma® | 500 ] I : 62
Ca’ 2 002 000 2 ] 123
Cl 130 13 1,5 :1 -6

Tableau 2 : Valeurs moyennes des concentrations extra et intracellulaires des ions et leurs
valeurs associées de potentiel d’équilibre.

Ex, calculé par I’équation de Nernst, représente le potentiel d’équilibre de I’ion, c’est-a-dire le
potentiel de membrane a partir duquel I’ion se trouve a I’équilibre, conduisant a I’arrét du flux
ionique. Le maintien du potentiel de repos nécessite la sortie d’ion K*, I’entrée d’ion Na* et
I’entrée d’ion CI. Tableau issu d’une réalisation originale, inspiré de Principles of Neuronal
Sciencel, 5th Edition, Kandek et al. Chap.6.

C’est ce potentiel d’equilibre, calculé mathématiquement par Walter Nernst en 1888
[258], qui explique la charge que les ions transportent au travers de la membrane en suivant

leurs gradients de concentration (Tableau 2).

Un seul type d’ion n’est pas responsable du potentiel de repos ou du potentiel d’action
d’un neurone. Le neurone a une perméabilité spécifique pour un ou plusieurs types d’ions [259].
Le courant des ions potassium (K*), sodium (Na*) et un léger courant de fuite d’ion chlorure
(CI") permettent de maintenir le potentiel de repos, pendant qu’une entrée massive d’ions Na*
et calcium (Ca?*) permettent la génération du potentiel d’action (Tableau 2). Le potentiel de
membrane dépendant de la perméabilité ionique de la membrane et de la concentration des ions

se calcule par I’équitation de Goldman [260].
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3-2-5. Les canaux potassiques

La membrane phospholipidique elle-méme est imperméable, grace a son interface
hydrophobe, et ne permet pas le passage des ions, ce qui crée le potentiel membranaire des
neurones. Pourtant, pour obtenir toutes les propriétés de charge de la membrane décrites dans
les paragraphes précédents, les ions doivent passer de fagcon régulée au travers de la membrane.
Des protéines transmembranaires, possédant une région hydrophobe, vont s’assembler en
polymeres pour créer un pore, ou canal, au sein de la membrane. Ce pore n’est pas qu’une
simple ouverture permettant le passage aléatoire des ions, les canaux ont leurs sélectivités
propres. De part sa taille, le diametre du pore va étre sélectif pour la taille d’un ion. De plus,
dans son ouverture, le canal posséde un site de liaison qui va prendre en compte la charge de

I’ion et des molécules d’eau de sa sphere hydrique, c’est le domaine P du canal.
Les canaux ioniques peuvent étre de deux natures différentes :

- Les canaux passifs, dont I’ouverture, (le pore) va permettre le passage sélectif d’ions
dans le sens de leurs potentiels d’équilibre.

- Les canaux actifs, aussi appelés pompes ioniques, dont I’ouverture ne sera jamais
compléte (pas de pore) puisqu’elle va forcer le passage des ions a I’opposé de leurs

potentiels d’équilibre, moyennant une dépense d’énergie sous forme d’ATP.

La membrane du neurone contient un grand nombre de canaux K*, ion majoritaire pour
le maintien du potentiel de repos. Tous les canaux strictement potassiques sont des canaux
passifs, dont I’ouverture entrainer un flux d’ions dans le sens du gradient de concentration du
potassium, de I’intérieur vers I’extérieur de la cellule. De plus, tous les canaux potassiques sont
des tetrameres dont le type de sous-unité va définir le type de canal potassique [261, 262]. Il y
a 4 principales familles de canaux potassique, les inwardly rectifying ou canaux a rectification
interne de courant, les two-pore-domain ou les canaux a deux domaine P, les voltage-gated ou

canaux dépendant du voltage et les canaux activés par le calcium [259].

Les canaux inwardly rectifying (Kir) ou canaux a rectification interne ou encore canaux
a rectification entrante, sont des canaux potassiques subdivisés en 7 familles (notés Kirl a 7)
dont I’ouverture permet de corriger le potentiel de repos des cellules. Il se peut que le potentiel
de la membrane soit plus bas que le potentiel d’équilibre de I’ion K*, les canaux Kir sont alors
ouverts pour permettre I’entrée du potassium dans la cellule et non sa sortie [263], comme par
exemple en cas dans la phase d’hyperpolarisation du potentiel d’action (Introduction, Partie 3-

5-7, Figure 15) [264, 265]. Leur ouverture peut étre contr6lée de fagon directe par activation
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avec de I’ATP en intra ou extracellulaire [266], ou de facon indirecte par I’intermédiaire de
récepteurs couplés aux protéines G, ou grace a un couplage avec d’autres récepteurs [267].

Les canaux two-pore-domain ou « domaine a deux pores » (Kzp) sont responsables du
courant de fuite du potassium, c’est a dire qu’ils sont constitutivement ouverts dans les neurones
et sont responsables de la majeure partie du courant positif sortant et donc du potentiel
membranaire négatif a I’intérieur de la membrane [268, 269]. A ce jour, plus de 15 familles de
Kzp ont été identifiées [270]. Méme si toutes ne sont pas exprimés chez I’humain, il ne semble
pas y avoir de répartition des différentes familles des canaux suivant leurs caractéristiques
physiologiques [269]. Méme si leur role est majoritairement de rester ouvert, il est possible de
fermer ces canaux, en cas de variation du pH extracellulaire, de contraintes mécaniques de la
membrane, de variations de températures, d’entrée de Ca?* ou encore de I’action intracellulaires
de protéines G [271]. La encore, aucune famille de canaux ne semble étre caractérisée par sa
capacité de fermeture ou méme par les antagonistes exogenes entrainant cette fermeture [272].
Ces canaux, grace a leurs deux domaines P, ont une efficacité de permeéabilité selectivité du
potassium presque identique a la vitesse de diffusion de I’ion et identique a sa vitesse de

dissolution dans I’eau [273].

Les voltage-gated ou canaux dépendant du potentiel (Kv) sont fermés et n’interviennent
pas dans le maintien du potentiel de repos. Le 4° segment transmembranaire (S4) des Kv est
sensible au potentiel de membrane du neurone et va contrbler I’ouverture des canaux en
fonction de I’état d’activation du neurone [274]. Une fois ouvert et le potentiel de membrane
revenu proche du potentiel de repos, le coté interne N-terminal du canal change de
conformation, déplacant un domaine protéique qui obstrue le canal avant que S4 n’en
commande la fermeture. Ce mécanisme entraine le canal dans un cycle ouverture-
inactivation/blocage-fermeture ou I’inactivation est primordiale pour le bon fonctionnement du
neurone [275]. Le blocage des canaux ioniques dépendant du voltage par un domaine
intracellulaire mobile est un mécanisme permettant au potentiel d’action d’avoir une
propagation unidirectionnelle et donc au neurone de coder I’information transmise en
fréquences de décharges de potentiels d’actions (Introduction, Partie 3-2-7 et partie 3-4-3) [276-
278].
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Les calcium-activated ou canaux potassiques activés par le calcium (Kca) se subdivisent
en 5 groupes (Kcal a 5) mais se regroupent en 3 familles [279] : BK, SK et IK. Les BK (pour
Big Potassium), possedent un segment transmembranaire S4 sensible au voltage et une sous-
unité B intracellulaire liant le calcium. Ils interviennent dans la régulation de I’activité cyclique
des neurones, comme I’activité des cycles circadiens dans le cerveau et dans la régulation des
axes réflexes cycliques dans la moelle épiniére, comme la marche [280, 281]. Les SK et IK
interviennent peu dans la régulation des potentiels d’action et dans I’activité cyclique des
neurones [282]. Les SK servent principalement a éviter la cytotoxicité calcique des neurones,
processus intervenant en cas de trop forte stimulation des neurones et donc d’une trop forte
entrée de calcium intracellulaire [283, 284]. Les IK ont la méme fonction pour tous les types

cellulaires non neuronaux, ce qui inclut les cellules immunitaires [285, 286].

3-2-6. Les transporteurs et échangeurs ioniques

Le neurone consomme prés des 2/3 de I’énergie sous forme d’ATP (adénosine
triphosphate) dans le maintien de son équilibre ionique [287]. Le K*, sorti du neurone pour le
maintien du potentiel de repos, et le Na*, entré lors de la création d’un potentiel d’action, en
suivant leurs gradients de concentration doivent aller contre ce gradient pour permettre le bon

fonctionnement du neurone.

La pompe sodium/potassium

Le terme transporteur ou pompe désigne une molécule transmembranaire qui
accompagne le passage, au travers de la membrane, des molécules (ici des ions) contre leur
gradient de concentration en échange d’énergie. La pompe Na*/K*-ATPase est un transporteur
enzymatique ubiquitaire qui sert a réguler I’homéostasie des cellules en forcant la sortie de 3
ions Na* et I’entrée de 2 ions K* en hydrolysant une molécule d’ATP [288]. Cette pompe fait
partie de la grande famille des ATPase de type-P (P-type ATPase pumps), ou le P fait référence
au groupement phosphorylé de I’ATP temporairement fixé au transporteur le temps du transfert
des ions. Dans sa forme commune, la pompe Na*/K*-ATPase un hétérotétramere composé de
2 sous-unités o et de 2 sous-unités B (Figure 14). Dans certaines cellules, comme c’est le cas
pour les neurones, deux sous-unités y (aussi connues sous le nom de protéines FXYD) peuvent
venir compléter le transporteur. Il existe, chez I’humain, 4 isoformes de sous-unités a (o1 a aa),
3 types de sous-unités 3 (B1 a B3) et 7 types de sous-unités y (FXYD1 a FXYD7) [289]. Plusieurs
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combinaisons de ces isoformes vont s’assembler pour créer les différents types de pompes
Na'/K*-ATPase, avec une majorité de oz et as, B2 et B3, FXYD6 et FXYD7 exprimés par les
neurones. Une seule cellule peut exprimer plusieurs isoformes en méme temps et donc plusieurs
types de pompes en méme temps, les différentes isoformes des sous-unités permettant de

réguler le fonctionnement du transporteur [290].
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Figure 14: Structure de la pompe Na+/K+-ATPase.

Dans sa forme ubiquitaire, la pompe comporte deux sous-unités a, responsables du transport
vers I’intérieur de deux ions K* et vers I’extérieur de trois ions Na* par I’hydrolyse de I’ATP.
Ce transport va a I’inverse du gradient de concentration des ions. Les deux sous-unités B du
tétramere comportent des domaines glycosylés (oligosaccharides) permettant la liaison avec
des cellules gliales. Image issue d’une réalisation originale.

Les deux sous-unités o du transporteur possedent, dans la partie intracellulaire, une zone
de liaison avec I’ATP et I’enzyme nécessaire a son hydrolysation. Ce sont également ces sous-
unités qui vont jouer le réle de transporteur, puisqu’elles possedent 3 sites de liaison au Na* et
2 sites de liaison au K*. Au stade E1 du transporteur, 3 ions Na* et une molécule d’ATP vont
se fixer en intracellulaire aux sous-unités a (Figure 14). La molécule d’ATP est hydrolysée en
ADP (adénosine diphosphate) + phosphate (Pi). Les sous-unités [ vont avoir un role
extracellulaire plus important gréace a leurs groupements glycosylés. Elles permettent la liaison
du transporteur avec d’autres cellules, comme les isoformes 32 et B3, aussi connues sous le nom
de molécules d’adhesion des cellules gliales (adhesion molecule of glia, AMOG). Cette liaison
permet aux cellules gliales, notamment aux cellules de Schwann, de s’associer aux neurones et
d’échanger directement des ions indépendamment de la concentration extracellulaire de ces
derniers [291]. Les différentes isoformes des sous-unités  vont également avoir un impact sur

I’affinité du transporteur pour les ions Na*, impactant la vitesse de transport des ions et donc
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I’activité du transporteur [292]. Enfin, les sous-unité FXYD vont moduler I’affinité du
transporteur au potassium, ainsi que la vitesse de transfert, en régulant I’activité du groupement
enzymatique de la sous-unité a. Ce sont également des cibles d’action de nombreuses kinases
intracellulaires, comme la PKC. Le but de ces sous-unités est d’adapter I’activité de la pompe

Na*/K*-ATPase a I’activité cellulaire et éviter toute dépense inutile d’énergie [289, 293].

Cette pompe Na'/K*-ATPase est non seulement essentielle pour le maintien de
I”’homéostasie du neurone mais elle sert également pour le retour a cette homeéostasie apres un
potentiel d’action (Introduction, Partie 3-2-7). C’est donc un outil important pour le neurone
pour réguler ses fréquences de décharges. Et comme un neurone ne fonctionne jamais seul, cette
pompe est importante pour la synchronisation des décharges de groupes de neurones et donc

pour I’intégration de I’information [287, 294].

La pompe calcium

Une autre pompe de type P ATPase est exprimee par les neurones, surtout au niveau des
synapses pour les neurones du SNC et par les extrémités pour les neurones du SNP, c’est la
pompe membranaire plasmatique Ca’*-ATPase (plasma membrane Ca?*ATPase, PMCA).
Cette pompe force la sortie de 2 ions Ca?* contre leur gradient de concentration, en échange de
I’entrée de deux protons (H) et de I’hydrolyse d’une molécule d’ATP. Dans les neurones, cette
pompe permet le retour au potentiel de repos aprés ouverture de récepteur-canaux sélectifs aux
ions bivalents comme le Ca?*, ou pour les récepteurs métabotropiques qui vont indure
I’augmentation du Ca?" cytosolique [295-297]. Ce mode d’activation par le calcium est

particulierement présent chez les neurones sensoriels cutanés (Introduction, Partie 3-4-5).

L’échangeur sodium/calcium

Il existe d’autres types de transporteurs qui ne sont pas de type-P, exprimés par les
neurones et intervenant dans la régulation du potentiel de repos ou dans I’homéostasie du
neurone suite a une activation de ses récepteurs. Il s’agit de transporteurs de la famille des
échangeurs, ils ne vont pas avoir besoin de molécule d’ATP pour forcer le transport d’un ion
contre son gradient de concentration mais ils vont utiliser le gradient de concentration d’un
autre ion. L’échangeur Na*-Ca?* (sodium-calcium exchanger, NCX), va forcer la sortie d’un

ion de Ca?* contre I’entrée de 3 ions Na*, qui eux suivent leur gradient de concentration [298].
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Le Ca?* est un ion divalent dont I’entrée peut induire une dépolarisation du neurone, mais
il sert aussi de second messager pour des facteurs de transcription (voie des protéine-kinases
Ca2+/calmoduline-dépendantes) et de cofacteur pour de nombreuses connections protéiques,
comme I’exocytoses de neurotransmetteurs (complexe SNARE, Introduction, Partie 3-2-8).
Cependant, un exces intracellulaire de Ca?* peut entrainer une dégénérescence des terminaisons
du neurone et a terme sa mort, c’est la cytotoxicité calcique [299, 300]. Les pompes comme
PMCA ou les échangeurs comme NCX peuvent étre aussi bien exprimés sur le réticulum
endoplasmique que sur la membrane plasmique du neurone et servent a réguler la concentration

intracellulaire de calcium, plus que réguler le potentiel membranaire [298, 301].

3-2-7. Le potentiel d’action

La grande majorité des neurones comportent 3 compartiments : les dendrites recevant le
signal, le corps cellulaire, contenant le noyau du neurone et intégrant ce signal, et I’axone,
transportant ce signal au travers d’un potentiel d’action. Cela signifie qu’avant le début de
I’axone et la fin du corps cellulaire, le signal électrique n’est pas présent sous forme de

potentiels d’action.

Ce sont des potentiels post-synaptiques, c’est-a-dire des potentiels membranaires servant
aprés que I’axone d’un autre neurone ait activé les récepteurs présents sur les dendrites du
neurone apres la synapse. Ces potentiels peuvent étre excitateurs (potentiel post-synaptique
excitateur, PPSE) et entrainer une dépolarisation, ou inhibiteurs (potentiels post synaptique
inhibiteur, PPSI) et entrainer une hyperpolarisation de la membrane. Ces potentiels ne sont pas
entretenus, c’est-a-dire qu’ils ne vont pas conserver la méme intensité au cours du temps et en
fonction de la distance parcouru sur les dendrites du neurone, ce sont des courants passifs. Il se
peut que ces potentiels n“arrivent jamais au corps cellulaire si la stimulation de départ n’est pas
assez importante, ou méme s’additionner ou s’annuler en fonction des rencontres de PPSE et
PPSI. La modulation des intensités des PPSE et PPSI dépendent de beaucoup de facteurs,
comme I’arborisation des epines dendritiques et ces notions sont étudiées par une branche
spécialisée des neurosciences, la plasticité neuronale/synaptique. Comme les neurones
sensoriels cutanés ne possédent pas de dendrites recevant les informations d’autres neurones
comme c’est le cas pour les neurones du SNC, I’intégration des PPSE et PPSI par le neurone

ne sera pas plus détaillée ici.
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Pour les neurones possédant des dendrites, un potentiel d’action est la somme des PPSE
et PPSI parvenant dans une zone particuliére du neurone, la jonction entre I’axone et le corps
cellulaire. Le potentiel d’action nécessite la dépolarisation du potentiel de membrane, c’est-a-
dire une entrée de Na* dans le neurone. Les canaux sodiques sont responsables de la création,
de I’entretien et de la propagation du potentiel d’action sur I’axone du neurone, ils sont sensibles
au voltage et sont appelés des canaux voltages-dépendant ou « alimentés par le potentiel »
(voltage-gated). Ces canaux sont des hétéromeéres composés d’une sous-unité a, possédant 4
domaines transmembranaire formant le pore et d’une ou plusieurs sous-unités . Chez I’humain,
9 types de sous-unités a (Nav1l.1 a Nav1.9) ont été fonctionnellement caractérisés, et il reste
une dixieme isoforme a caractériser Nax [302, 303]. Le potentiel d’action commence par
I’ouverture des canaux Nav déclenchée par la dépolarisation des courants passifs, le segment
S4 des domaines transmembranaires des canaux Nav étant sensible au potentiel membranaire.
Les isoformes des canaux Nav ont des ouvertures sensibles a différents potentiels
membranaires. Si la dépolarisation de courants passifs est suffisamment élevée et dépasse un
certain seuil de potentiel membranaire, propre a chaque neurone car dépendant de I’expression
des isoformes des Nav, tous les canaux sodiques voltage-dépendants s’ouvrent pour créer un
pic de courant allant jusqu’a 40mV [304]. La durée de ce pic dépend de la cinétique d’ouverture
des canaux sodiques, qui ne dépasse pas 1 milliseconde (ms). En méme temps, les canaux
potassiques Kv vont s’ouvrir en réponse a la forte dépolarisation créée par les canaux Nav et
rétablir le potentiel membranaire. L’intense flux potassique entraine une hyperpolarisation du

potentiel membranaire, transitoire et rectifiée par les Kir [305, 306].
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Figure 15 : Séquence des événements génerant un potentiel d’action.

Le potentiel de repos (1) est maintenu par la sortie d’ions K* au travers du canal Kzp en suivant
son gradient de concentration, qui est régulé par la pompe Na‘/K*-ATPase. Le potentiel
membranaire est de -70mV, ou les charges sont négatives du c6té intracellulaire (ic) et positives
du coté extracellulaire (ec). Si un potentiel post-synaptique excitateur dépasse le potentiel seuil
d’excitabilité du neurone, les Kzp se ferment et les canaux sodiques dépendant du potentiel
membranaire (Nav) s’ouvrent, créant un flux de Na* vers I’intérieur du neurone. Ce flux de Na*
entrant dépolarise la membrane (2), inversant les charges aux surfaces de la membrane (positif
en ic, négatif en ec). La dépolarisation est transitoire, les Nav entrent en phase inactive
(bloqués). Le changement de potentiel membranaire entraine une ouverture des canaux
potassiques dépendant du potentiel membranaire (Kv) et une sortie du K*. La repolarisation (3)
entraine I’ouverture des Kzp et une sortie plus massive des K*, menant a une hyperpolarisation
(4). Cette phase est compensée par le blocage des Kv et une ouverture des Kir qui permettent
I’entrée de K* pour rétablir le potentiel de repos (1). Les potentiels post-synaptiques excitateurs
sont générés par I’entrée de Ca?* ou de Na* suite a I’activation directe ou indirecte de canaux-
récepteurs. Si ces potentiels ne dépassent pas le seuil d’excitation, ils ne générent pas de
potentiel d’action (5). Image issue d’une réalisation originale, inspirée de la banque d’images
libres de droit Servier Medical Art.
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Trois phases se dégagent d’un potentiel d’action, la dépolarisation, induite par le courant
sodique, la repolarisation et I’hyperpolarisation, toutes deux induites par les courants
potassiques (Figure 15). La durée totale du potentiel d’action est différente pour chaque type
de neurone mais celui-ci reste unidirectionnel, c’est-a-dire qu’une fois initié, il ne va se
propager que dans une direction sur I’axone, pour ne pas créer des potentiels d’action sur les
dendrites et sur le corps cellulaire [305, 307]. La propriété unidirectionnelle du potentiel
d’action est rendue possible par la nature méme des Nav qui possedent un groupement
intracellulaire d’inactivation, bouchant le pore du canal. Pendant ce blocage (période
réfractaire), le canal peut rester ouvert mais aucun ion Na* peut le traverser. Le canal sera de
nouveau fonctionnel quand ce dernier se fermera, ¢’est-a-dire au retour du potentiel de repos.
Entretemps, les canaux sodiques voisins se seront ouverts par I’élévation du potentiel
membranaire, puis inactivés, en ouvrant par la méme occasion les Nav voisins... Le potentiel
d’action est une dépolarisation transitoire, voyageant le long de I’axone, en gardant toujours

une méme intensité car il est dépendant du potentiel d’équilibre du Na*.

La génération du potentiel d’action, son intensité et sa propagation le long de I’axone sont
des propriétés dépendantes uniquement des canaux Nav. Ainsi, il n’est pas rare de trouver des
composés agonistes ou antagonistes des canaux sodiques, comme la tétrodotoxine (TTX),
produite par le fugu, un poisson globe. La TTX est I’antagoniste de la majorité des canaux
sodiques du systéeme nerveux central, empéchant la génération ou la propagation des potentiels
d’action, mais elle se révéle inefficace sur les Nav1.8 et Nav1.9, exprimés par les neurones

sensoriels et qualifiés de TTX-résistants [308].

Le fait que le potentiel d’action soit transitoire, de durée variable et unidirectionnel sont
les conditions permettant la communication entre les neurones en fréquences de décharges ou
nombre de répétions des potentiels d’action. L’aboutissement du potentiel d’action est la
synapse, c’est-a-dire la zone de communication entre I’axone d’un neurone et la dendrite d’un
autre neurone. Le neurone, dans son fonctionnement, traduit un message chimique (liaison de
ligand sur son récepteur), en message électrique (potentiel d’action), puis de nouveau en signal

chimique (neurotransmetteurs) sur une cible, un autre neurone [309].
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3-2-8. Synapse et neurotransmetteurs

Une synapse est I’espace séparant les membranes plasmiques de deux cellules, ou celle
avant la synapse est la cellule présynaptique et celle apres la synapse est la cellule post-
synaptique. Les éléments pré et post synaptiques ne sont pas obligatoirement des neurones mais
la synapse est souvent associée au systéme nerveux. Dans le cas des neurones, la synapse se
caractérise par la libération de neurotransmetteurs par le neurone présynaptique a la suite de
I’arrivée d’un potentiel d’action sur la zone synaptique. Ces neurotransmetteurs vont se fixer
sur leurs récepteurs associés dans le neurone postsynaptique et induire la formation de potentiel
post-synaptique (excitateurs ou inhibiteurs, en fonction de la nature des neurotransmetteurs et

de leur récepteurs), donc un courant passif [310].

Les neurotransmetteurs sont des molécules synthétisées par les cellules du systeme
nerveux dont la fonction est d’avoir un impact sur le potentiel membranaire de I’élément post-
synaptique, que ce soit une hyperpolarisation, une dépolarisation ou un maintien a la valeur de
repos. Ces molécules peuvent étre des acides aminés (glycine et glutamate) ou des dérivés
d’acides aminés (dopamines et adrénalines, dérivées de la tyrosine ; le GABA, dérivé du
glutamate), ou encore des peptides, comme la substance P (11 acides aminés) et le CGRP
(Calcitonin gene-related peptide, 37 acides aminés) [311-313]. L’acétylcholine, qui est le
neurotransmetteur effecteur activant la contraction des fibres musculaires, fait office

d’exception puisque c’est le seul ester parmi les neurotransmetteurs [314, 315].
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Figure 16 : Fusion de la vésicule synaptique avec la membrane plasmique [316].
Image issue d’une réalisation originale, inspirée de la banque d’images libres de droit Servier

Medical Art.

Au moment de leur synthese, a I’extrémité de I’axone ou au niveau du corps cellulaire,
les neurotransmetteurs sont transportés dans des vésicules d’exocytose qui se rassemblent a la
membrane plasmique proche de la fente synaptique (Figure 16) [317]. Ces vésicules
d’exocytoses (vésicules synaptiques), composées d‘une paroi double de phospholipides,
comme la membrane plasmique, ont un diamétre de 40 a 50 nm et expriment, a leur surface
externe, faisant face au cytosol, la synaptobrévine ou VAMP (vesicle-associated membrane
protein) ou V-SNARE (V - Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Protein
Receptor). La synaptobrévine est une protéine transmembranaire qui va permettre a la vésicule
synaptique de se rapprocher le plus prés possible de la membrane plasmique, sans qu’il n’y ait
fusion de leurs parois. Elle se fixe sur la syntaxine ou T-SNARE, protéine transmembranaire
plasmique, et a la SNAP-25 (synaptosomal-associated protein 25), protéine membranaire
plasmique [318-320]. L’alliance V-SNARE/T-SNARE/SNAP-25 forme le complexe SNARE,
stabilisé par la complexine, protéine soluble cytoplasmique [321]. La complexine permet
également la fixation au complexe SNARE de la synaptotagmine, molécule transmembranaire
vésiculaire et senseur de Ca?*. L’afflux de Ca?* dans le neurone, & la zone du complexe SNARE,
entraine un rapprochement de la synaptotagmine vers la membrane plasmique et une fusion de
cette derniere avec la membrane vésiculaire, créant un pore pour la libération des
neurotransmetteurs (Figure 16) [316, 322].
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Apreés la création de ce pore et la libération des neurotransmetteurs, le complexe SNARE
est dissocié par I’action de I’enzyme NSF-ATPase (N-ethylmaleimide sensitive fusion) et de ses
protéines adaptatrices, les a-, B-, et y-SNAPs (soluble NSF attachment proteins) [323, 324]. La
vésicule synaptique va entrer en phase d’endocytose en s’entourant d’un manteau de clathrine,
un complexe protéique fait d’assemblages d’hétérotétraméres, composes de 3 protéines de
clathrine associé a une protéine AP-2 (adaptor protein 2). Le pore vésiculaire est refermé par
I’action de la dynamine, une enzyme GTP-ase associée aux filaments d’actine. Le manteau de
clathrine permet a la vésicule synaptique de conserver sa forme et sa taille, pendant que la
dynamine, par I’hydrolyse de GTP, va permettre de séparer la vésicule de la membrane
plasmique. La vésicule est recyclée dans un pool de réserve ou fusionnent ensemble pour former

un endosome précoce, en attente de recevoir de nouveaux neurotransmetteurs [325-328].

La fusion de la vésicule synaptique avec la membrane plasmique dépend donc de la
synaptotagmine, senseur a Ca®*, donc de I’entrée de Ca?" dans la cellule au passage d’un
potentiel d’action. Cette entrée de Ca?* se fait grace a des canaux calciques voltage dépendant
(Cav), dont le domaines S4 est sensible au potentiel membranaire et va entrainer I’ouverture du

canal lors du passage d’un potentiel d’action.

3-3. Le systéme somatosensoriel

Le role d’un neurone, dans son fonctionnement, est de transmettre et intégrer une
information. Les neurones sensoriels du SNP peuvent percevoir des signaux venant de

I’extérieur de I’organisme, ce sont donc eux les premiers générateurs d’informations.

3-3-1. Les fonctions du systeme somatique

Ces informations brutes, non interprétées par le cerveau, sont appelées modalités
sensorielles et font partie des fonctions du systéme nerveux somatique [329, 330]. Les
modalités sensorielles ont pour but d’étre percues de facon inconsciente ou non par le cerveau,
qui va les centraliser et les interpréter pour adapter au mieux le comportement de I’organisme

en fonction de son environnement [331].

Les senseurs au travers du corps recoivent un ensemble de stimulations qualifiées
d’informations somatiques (du grec soma, corps). Ces informations, une fois intégrées par le

cerveau forment I’ensemble du systéme somatosensoriel, tel que décrit pour la premiere fois
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par Sir Charles Sherrington [332, 333]. Il se présente sous forme de trois fonctions ou modalités

majeures : la proprioception, I’extéroception, I’intéroception.

La proprioception, (du latin proprius, « propre », « soi-méme »), est I’ensemble des
stimulations physiques et chimiques des nerfs sensitifs des muscles, tendons, articulations,
oreilles internes, peau permettant de définir une représentation cérébrale de la posture, des
mouvements et de I’orientation de notre propre corps [334]. La représentation du corps est
indispensable a I’initiation de n’importe quel mouvement, volontaire ou réflexe, pour ajuster le
positionnement des membres, du tronc, de la téte et I’intensité de la force de contraction exercée

par les muscles, c’est la notion de kinesthésie [335].

L’intéroception représente la sensation du fonctionnement des organes internes, visceres
et vascularisation. 1l s’agit principalement de perceptions inconscientes, relatives au
fonctionnement général du corps et la régulation des fonctions anatomiques, comme la
digestion, les battements cardiaques, la respiration, le fonctionnement des reins... Comme dans
les fonctions somatiques précédentes, I’intéroception posséde ses propres afférences
anatomiques, principalement le nerf vague (nerf cranien X), senseur du cceur (muscles et
vaisseaux cardiaques), des principaux vaisseaux sanguins (artéres et veines) ; de I’cesophage,
du pharynx, de larynx, des bronches et de I’ensemble du tractus digestif [336]. Cette principale
afférence possede un champ récepteur trés large, c’est-a-dire qu’un seul neurone sensoriel
innerve une large zone de I’organisme, rendant difficile a localiser consciemment et avec

précision les douleurs d’origine viscérale ou vasculaire [337].

Généralement associé uniquement aux sens bruts, comme le toucher, I’odorat, le gout,
la vue et I’ouie, I’extéroception est la perception directe du monde extérieur par I’organisme.
Le « toucher » comme on I’entend est en réalité une subdivision de différentes modalités. Pour
percevoir consciemment la forme, la texture, la matiere d’un objet, une multitude de récepteurs
autre que des neurones sont nécessaires, pour saisir I’objet dans un premier temps et y appliquer
la force adéquate [338]. Le contact, la pression, le frottement, la vibration, le mouvement, sont
autant de modalités sous-jacentes de la perception de «toucher» un objet. Outre la
reconnaissance d’objets, le toucher est indispensable pour I’activité motrice, il est important de
reconnaitre les parties mouvantes a la surface du corps, inconsciemment pour la proprioception

mais ici, consciemment, pour saisir, frapper, caresser...
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L’extéroception fait également intervenir la perception des températures chaudes ou
froides. Cette indication est d’une importance cruciale pour maintenir les 37°C de température
interne chez I’humain. Une fois de plus, I’information peut étre percue consciemment, comme
c’est le cas pour la reconnaissance de la matiére d’un objet, ou inconsciemment pour
thermoréguler I’organisme. Eviter une brilure fait intervenir ces deux composantes, le but étant
d’éviter une lésion de I’organisme, la perception de la température extréme (chaude ou froide)
se fait inconsciemment par un arc réflexe médullaire pour retirer le membre de la source de

température extréme, puis consciemment, pour constater les éventuels dégats [329].

Cette derniere perception fait intervenir la sensation douloureuse, ou le signal d’une
lesion physique, chimique ou thermique génére I’information brute, la nociception. Cette
information sensorielle sera analysée par le cerveau ou intégrée dans un réflexe médullaire pour,
comme pour la thermoception, protéger I’organisme des dangers extérieurs [339]. Ces
modalités et perceptions seront plus profondément analysées dans leurs organisations et

fonctionnements cellulaires et moléculaires.

3-3-2. L'organisation structurelle du systeme somatique

Les neurones du systéme sensoriel ont leur corps cellulaire dans les ganglions de la
racine dorsale (dorsal root ganglion, DRGSs), régions a proximité de la moelle épiniere. Il y a
31 paires de DRGs le long de la moelle épiniére, 8 au niveau des vertébres cervicales (C1 a C8),
12 thoraciques (T1 a T12), 5 lombaires (L1 a L5), 5 sacrées (S1 a S5) et une paire coccygienne
(Co). Chacun de ces DRGs innervent des zones de la peau et des tissus profonds (muscles,
tendons...) délimitées, appelées dermatomes, qui peuvent étre répertoriés sur une carte de
distribution. Le C1 ne contient pas réellement de DRGs, uniquement des racines dorsales et
ventrales (motrices). Le dermatome C1 correspond a I’innervation sensorielle de la peau visage
assurée par les nerfs craniaux V (nerf trijumeau) et VII (nerf facial). Ces dermatomes montrent
que les DRGs ont des compositions différentes en neurones sensoriels, pour répondre au mieux
aux modalités sensorielles des zones innervées, mais aussi pour permettre une discrimination

des origines des informations sensorielles dans le cerveau [340].

Les DRGs apparaissent au moment de la gastrulation, lors de I’apparition de la crete
neuronale, entre le 28° et le 32° jour de développement embryonnaire chez I’humain. Cette
phase se nomme la neurulation et permet la formation du tube neural, qui deviendra la moelle

épiniere, et des somites, qui deviendront les DRGs. Les neurones sensoriels de la peau vont
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innerver la substance grise de la moelle épiniére dans les zones ou lamina I, Il, IV et V [341].
La substance grise est constituée des corps cellulaires des neurones de la moelle épiniére, que
ce soit des neurones générant des tractus ascendants ou des interneurones, des neurones
connectant différentes zones de la moelle épiniére ou servant d’intermédiaire entre deux ou

plusieurs neurones de la méme lamina.

Le but de I’information sensorielle est de se retrouver intégrée dans le cerveau, au niveau
du thalamus, puis du cortex sensoriel primaire. La nociception restera une information

sensorielle brute tant qu’elle ne sera pas intégrée par le cerveau et interprétée en douleur.

3-4. La nociception et la thermoception

Toucher se résume a une interaction physique entre I’organisme et un autre corps,
pendant lequel les afférences se trouvant sous la peau enregistrent le maximum d’informations
pour discriminer ce avec quoi notre organisme entre en contact. La peau n’étant pas homogéne
(épaisseur, présence de pilosité), I’innervation sensorielle sous sa surface ne I’est pas non plus.
En fonction de la zone de I’organisme, un neurone sensoriel va avoir une zone plus ou moins
large a couvrir. Plus la densité d’innervation est importante, plus il y a de neurones différents
pour innerver une méme zone, plus cette partie du corps va pouvoir, apres interprétation du
signal, discriminer finement des détails dans la sensation du toucher [342]. Ainsi, une plus
grande variété de neurones (dans leur densité et sous-types) est allouée a la pulpe des doigts

gu’aux bras par exemple.

3-4-1. Les types de fibres sensorielles et les cellules de Schwann

Les DRGs ont des compositions hétérogénes en neurones sensoriels, répondant a
difféerentes modalités et se différenciant par leurs morphologies. Il y a 3 types de fibres
sensorielles innervant la peau, les fibres AP, Ad et C. Il existe un quatrieme type de fibre, les
Aa, avec un axone de gros diamétre (20pum), spécifiques de I’innervation sensorielle musculaire
pour la proprioception. Les fibres AP ont un axone de diamétre moyen (12um), par rapports
aux fibres Ad au diametre plus faible (5um). Toutes les fibres A ont en commun d’étre
recouvertes d’une gaine de myéline, contrairement aux fibres C, non myeélinisées et avec un

axone de faible diamétre (1pum).
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La gaine de myéline est constituée de plusieurs manchons faits d’enroulements de
couches de membrane plasmique de cellules gliales, les oligodendrocytes pour le SNC et les
cellules de Schwann pour le SNP [343, 344]. Un oligodendrocyte peut faire plusieurs manchons
sur plusieurs axones différents, pendant que la cellule de Schwann s’enroule toute entiére autour
d’un seul axone, créant un seul manchon. Ces cellules gliales expriment la protéine basique de
la myéline (myelin basic protein, MBP), protéine cytoplasmique indispensable puisqu’elle va
annuler les charges intracellulaires des phospholipides, pour réduire au maximum |’épaississeur
cytosolique et donc permettre la superposition des membranes plasmiques [345, 346]. La gaine

de myéline est également une région riche en lipides, notamment en cholestérol [344, 347, 348].

Toutes ces caractéristiques font que les manchons de myélines sont impermeables aux
ions et donc isolants. Cela signifie que des portions de 1mm (longueur moyenne des manchons)
ne vont pas permettre le passage de courants ioniques. Les potentiels d’actions vont donc se
propager sur la membrane non recouverte de myéline, au niveau des régions séparant deux
manchons, appelées nceuds de Ranvier. Ce mode de propagation du potentiel d’action en
passant par « saut » d’un nceud de Ranvier au suivant est appelé conduction saltatoire. Cette
conduction est possible parce que les nceuds de Ranvier ont une forte concentration en canaux
sodiques et également parce que, en recouvrant les axones et en ne laissant que des petites
portions sans myeéline, la gaine de myéline va forcer le passage des ions uniquement a ces
endroits, augmentant fortement et localement la conductance ionique [349, 350]. En suivant la
loi d’Ohm (I1=g.V, Introduction, partie 3-2-4), et parce que I’intensité du potentiel d’action ne
varie pas dans le temps (V), I’amplitude de déplacement des charges électriques (I) va alors

augmenter si la conductance (g) augmente, rendant possible le « saut » des potentiels.

Dans le SNP, le role des cellules de Schwann ne s’arréte pas a la création de gaines de
myéline. Il existe des cellules de Schwann non-myélinisantes, qui peuvent entourer les fibres
de type C sans pour autant synthétiser de la myéline. Les cellules vont rester en contact avec
les axones par I’intermédiaire de gap-junctions et exprimer aussi des canaux calciques,
potassiques et sodiques dépendant du voltage, régulant ainsi I’équilibre unique des neurones en
absence ou non de potentiels d’actions [351, 352]. Egalement sensibles aux mémes facteurs
neurotrophiques que les neurones, comme le NGF, (nerve growth factor), le BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) et le GDNF (glial-derived neurotrophic factor), les cellules de
Schwann encore immatures vont pouvoir aider les axones en croissance, ou en régénération, a
atteindre leurs cibles. Enfin, I’axone des neurones et les cellules de Schwann non myélinisantes,

communiquent par I’exocytose de neurotransmetteurs comme I’ATP ou le glutamate. Les
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cellules de Schwann peuvent notamment aider les neurones a réguler leur métabolisme et

empécher toute surexcitabilité du neurone, pouvant entrainer des inflammations [353-355].

Le fait qu’une cellule de Schwann immature va devenir myélinisante ou non dépend de
la nature de I’interaction qu’elle a avec les neurones, conditionnée notamment par le diamétre
de I’axone du neurone et donc la composition du cytosquelette de cet axone (Introduction, partie
3-2-3).

3-4-2. Les modalités tactiles

Parmi les différents types de fibres sensorielles cutanées, les AP sont obligatoirement
attribuées a la perception du toucher et ont pour particularité d’avoir leurs terminaisons cutanées
encapsulées dans des corpuscules ou des enchevétrements de cellules spécialisées. Ces cellules
sont, les corpuscules de Meissner et les disques de Merkel, proches de I’épiderme, et les
corpuscules de Pacini et les corpuscules de Ruffini, structures du derme supérieur ou profond.
Ce sont ces cellules spécialisées qui vont determiner la modalité sensorielle percue par les fibres
AP (Figure 17).

Ces modalités sont, par exemple, les micro-vibrations induites par le contact avec un
objet ou la tension de la peau resultant d’un pincement ou aplatissement de I’épiderme en
contact avec une surface rugueuse. Les fibres AP, tout comme les fibres Ad et C vont innerver

les follicules pileux, pour percevoir les mouvements de I’air (Figure 17).

Les fibres Ad et C posseédent des terminaisons libres, c’est-a-dire que les extrémités de
I’arborisation des axones n’ont pas besoin de cellules spécialisées pour percevoir leurs
modalités sensorielles. Les fibres C, dites mécanosensibles a seuil bas (low threshold
mechanoreceptors, LTMs) ou a adaptation lente, ou fibres-C polymodales, innervant
I’épiderme, vont percevoir le contact de la peau avec sa propre peau ou une autre peau [150,
331, 356]. Les fibres Ad, tout comme les fibres C, innervent 1’épiderme et toutes deux sont

spécialisées dans la perception de la température.
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Figure 17 : Les récepteurs cutanés [357].

Les neurones mécanosensoriels cutanés se différencient en de nombreux sous-types
fonctionnellement distincts, avec des sensibilités de seuil et des capacités de codage spécifiques.
Les stimuli captés sont traduits par le neurone en fréquences de décharges particuliéres,
correspondant a une intensité de stimulation particuliere. Les fibres percevant le toucher léger,
la déformation ou les vibrations ont des fréquences de décharges courtes, a adaptation rapide
(AR), c’est-a-dire que les décharges s’effectuent uniqguement au changement d’état et non tout
au long de la stimulation. Les fibres a adaptation lente (AL) ont des fréquences de décharges
qui perdurent pendant la stimulation. Seules les fibres nociceptives ont besoin d’une intensité
de stimulation élevées, elles ont un seuil haut (SH) de détection de leur modalité, contrairement
aux autres fibres qui ont un seuil bas (SB) de detection. Toutes ces fibres couvrent une surface
cutaneée qui leurs est propre, c’est leur champ récepteur. Il est possible que les champs
récepteurs se superposent, renforcant le détail des informations percues. Image modifiée
d’aprés Delmas et al. (2011) Nat Rev Neurosci [357].

Toutes ces modalités combinées peuvent étre pergues et interprétées consciemment par
le cerveau, pour I’identification d’objets, mais servent également a la perception inconsciente,
pour appliquer la force nécessaire a saisir un objet sans le casser ou le lacher. De plus, I’alliance
de ces modalités fait intervenir la notion d’aire réceptrice, c’est-a-dire la surface de sensibilité
pour une fibre sensorielle. Ces surfaces se superposent avec celles d’autres fibres sensorielles,
pour la méme modalité ou pour des modalités différentes.
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3-4-3. Les fibres nociceptives et thermoceptives

La nociception (du latin nocere, « de nuire ou de blesser ») est I’information traduisant
une lésion, un risque de lésion ou un mauvais fonctionnement d’un organe. Sir Charles S.
Sherrington, en 1906, définit et explique la présence de nocicepteurs comme un sous-type
fonctionnel distinct du neurone somatosensoriel, consacres a la détection et a la transduction de
stimuli nocifs et de haute intensité, capables de causer des lésions tissulaires et de provoquer
des douleurs [358]. Les fibres Ad non associées aux follicules pileux, les fibres C-LTMs et les
fibres C insensibles aux stimulations mécaniques (mechanically-insensitive C-fibers, CMi),

interviennent dans la perception de cette modalité nociceptive.

Nociception et thermoception sont souvent des mécanismes associés puisqu’ils
requierent la mobilisation des mémes types de fibres et les mémes récepteurs. Les fibres Ad et
C sont toutes deux des fibres nociceptives et thermoceptives, mais seules les fibres C seront
abordées plus en profondeur ici. Les fibres Ad participant principalement dans la perception
d’informations nocives dans le but de générer le réflexe médullaire de retrait, alors que les fibres
C peuvent percevoir des stimulations inflammatoires en plus des modalités nociceptives et
thermoceptives des fibres AJ, et surtout ont pour role de transmettre 1’information nociceptive

au cerveau pour son interprétation en message douloureux ou non [331].

Succinctement, le réflexe médullaire de retrait peut se comparer comme étant I’inverse
du réflexe myotatique rotulien. Il se décompose en 4 grandes phases : (1) la perception de
I’information nociceptive par les fibres Ad, (2) la transmission aux interneurones médullaires
de la lamina I (corne dorsale de la moelle épiniére). Ces interneurones vont (3) intégrer et
transmettre I’information aux motoneurones, (4) inhibant les motoneurones des muscles
extenseurs et activant les motoneurones des muscles fléchisseurs. La résultante de cette
stimulation est un rapprochement des extrémités du corps vers le tronc, dans un réflexe
médullaire, c’est-a-dire que son exécution se passe de I’intégration consciente ou inconsciente
de I’information nociceptive par le cerveau, qui est un mécanisme plus lent. Ce réflexe de retrait
est un mécanisme protecteur, il permet d’éloigner rapidement un membre de toute source
danger (tres forte ou trés basse température, déchirure de I’épiderme ...), pouvant entrainer une

éventuelle lésion tissulaire, ou aggraver une lésion déja provoquée [357, 359].
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Les fibres C sont donc discriminées en deux catégories, les fibres C-LTM, aux
terminaisons principalement épidermiques, et les fibres CMi, aux terminaisons dermiques et
épidermiques. Si les C-LTM sont activées par les stimulations mecaniques, c’est grace a
I’expression des canaux cationiques non sélectifs (laissant passer Ca?*, Na* ou K*) a 34
domaines transmembranaires, Piezo-1 et Piezo-2, qui s’ouvrent en cas de déformation de la
membrane plasmique [360-362]. D’autres canaux cationiques, comme les canaux sodiques de
la famille des ASICs (acid-sensing ion channels) n’interviennent pas directement dans la
perception de modalité mécanique. Cependant, I’absence de leur expression chez la souris
(ASIC-2 KO) entraine une diminution de la sensibilité des C-LTM [363, 364]. De plus, des
récepteurs métabotropiques, couplés aux protéines G (G protein—coupled receptor, GPCR),
comme le récepteur PAR-2 (proteinase-activated receptors-2) peut entrainer I’ouverture de
canaux sodiques une fois activés par la phosphorisation de la protéine Gq (Introduction, Partie
3-4-5.). Les récepteurs ASIC-2 et PAR-2 interviennent également dans la perception de la
sensation de démangeaison et sont activés par la stimulation mécanique de I’épiderme, le
« grattage » (le itch and scratch) [331, 365, 366].

3-4-4. Les canaux 7ransient receptor potential

Une superfamille de canaux cationiques (principalement Na* et Ca?*), les TRP (Transient
receptor potential), ne sont pas directement ouverts par les changements de tension
membranaire comme les Piezo-2. Les TRP interviennent également dans la perception de
stimulations mécaniques. Cette superfamille a été initialement identifiée chez la drosophile et
chez Caenorhabditis elegans comme mécanosenseur. Des protéines de liaisons (linker)
connectent le canal TRP au cytosquelette (Mec2) ou a la matrice extracellulaire (Mec6), de telle
facon qu’une modification mécanique de la cellule ou de son environnement entraine
I’ouverture du canal [367, 368]. Un mécanisme similaire, ou les canaux sont reliés aux filaments
d’actine, a été retrouvé chez le xénope et dans les cellules ciliées de I’oreille interne des
vertébrés [369-372].
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Les récepteurs de la superfamille des TRP sont également exprimés par les CMi, pour
leurs propriétés de senseurs thermiques et nociceptifs.

Il'y a 6 familles de TRP pour 28 sous-types de canaux exprimés chez I’humain : les
TRPCs (Canonical) avec 7 sous-types différents, les TRPVs (Vanilloid) avec 6 sous-types
différents, les TRPMs (Melastatin) avec 8 sous-types différents, les TRPMLs (Mucolipins) avec
3 sous-types differents, les TRPPs (Polycystins) avec 3 sous-types différents et TRPAL
(Ankyrin repeat), le seul représentant de sa famille [373, 374]. Les TRPs ont tous en commun
d’étre des tétrameres dont les sous-unités possedent 6 domaines transmembranaires, avec la
boucle P du pore placée entre les domaines 5 et 6. Tout comme les canaux potassiques, certains
TRPs sont sensibles au voltage par I’intermédiaire de leur 4° domaine transmembranaire. La
différence entre les familles de récepteurs se fait principalement par la composition de leurs
terminaisons N et C-terminales, toutes deux intracellulaires, et par leurs agonistes exogénes
extracellulaires. Seules les propriétés des canaux TRPV1, TRPV4, TRPA1l et TRPMS,
exprimés par les CMi et les Ao intervenant dans la thermoception et la nociception, vont étre

développées en détail ci-dessous [375-378].

76



Introduction

Activateurs chimigques ! moléculaires

Capsaicine
Huile de moutarde iscthiccyanate dallyle, ERIEce
All 1 allicine ]
Clou de girofie / eugénol Acides
Racine de gingemre | gingéral Eugénol Al / allicine
St de i omave | |Menthol Métabolites lipidiques | | Gamphre
Eirﬂilgéfmﬂféfe wline ;| | Forces mécanique Metabolites lipidiques
Fumée de cigarette ucalyp Ester de phorbol (PMA) [‘-'E"'"E daraignées, serpents
|
B - E:u'av_n_e!!u!_ar_e_-
| L (ELEE kel (5] bohtsot S
88 o0 ] OO0 v| L 55500, v OO0
8 4 4 miiracelulaing
_ Température d'activation des canaux
g max
82 |
= ++"'-.|
=c
&2 b TRPME TREV4
Sz
o TRPAT
m
? u # ¥ L L
0

Température (*C)
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et TRPV1 en fonction de leur température d’activation.

Ces canaux TRPs ont egalement la particularité d’avoir de nombreux agonistes ou activateurs
exogenes et endogenes. Image issue d’une réalisation originale.

Ces 4 canaux-récepteurs sont directement impliqués dans la thermoception et la
nociception puisqu’ils possedent tous une température optimale a laquelle ils vont s’ouvrir
(Figure 18). Les températures inférieures a 15°C (ouverture de TRPA1) et supérieures a 42°C
(ouverture de TRPV1) sont interprétées comme températures nocives, donc entrainent
systématiquement un signal de nociception. Il a été démontré, uniqguement chez la souris, que
le canal TRPV2 est activé a des températures extrémes supérieures a 52°C, ce qui fait de ce
canal un cas particulier, comme étant « le plus chaud » des thermo-TRP. C’est également un
mécanosenseur chez les neurones murins embryocardies et il a été envisagé comme cible
thérapeutique contre les douleurs chroniques. Cependant, chez I’humain, aucun équivalent
fonctionnel n’a été determiné, malgré le fait que TRPV2 soit exprimé par les neurones
sensoriels et les kératinocytes [379, 380]. Au-dela de leur fonction de thermosenseurs, TRPV1

et TRPAL peuvent directement étre activés par des changements de pH, en cas d’acidose
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provoquée par une rupture de la barriere épidermique (pH entre 7 et 6,5). Ces canaux sont aussi
bien exprimés par les fibres C que par les kératinocytes de la couche basale. Le stimulus
nociceptif peut dont étre généré par I’activation directe des neurones ou étre percu de fagon
indirecte, médié par les kératinocytes [2]. Ces deux récepteurs sont la cible de nombreuses
molécules exogenes, ce sont donc également des senseurs de composés chimiques (Figure 18).
Parmi les agonistes exogenes de TRPV1 majoritairement utilisés en laboratoire on retrouve la
capsaicine (molécule active du piment) [381], la résinifératoxine (RTX, produite par le cactus
Euphorbia resinifera) [382] et I’eugénol (présente dans le clou de girofle) [383]. TRPAL peut
aussi étre activé par la capsaicine, mais il est surtout sensible a I’isothiocyanate d'allyle (huile
de moutarde) [381, 384], a des composés organosulfurés comme I’allicine (produit chez I’ail et
I’oignon) [385, 386], ou a d’autres composés organiques comme le 1-Chloro-2,4-
dinitrobenzene (DNCB, un puissant sensibilisateur utilisé dans le milieu médical dans les tests

allergiques) [387].

Méme si TRPAL est activé par des températures inférieures a 15°C, considéré comme le
seuil de la température nocive, les températures autour entre de 1 et 5°C ont un effet
anesthésiant (absence de génération de potentiels d’action par les nocicepteurs). Plus bas, les
températures inférieures a 0°C sont percues comme fortement nocives par I’activation de toutes
les fibres nociceptives [388, 389]. Ces observations montrent que différents neurones
n’exprimant pas TRPAL interviennent également dans la perception de la température. La
particularité de TRPMB8 est qu’il s’active a partir des températures inférieures a 26°C, pour la
perception inconsciente de la température, la régulation de I’homéostasie thermique et la
reconnaissance d’objets. A des températures inférieures a 15°C, I’activité des neurones
exprimant TRPM8 va fortement augmenter pour transmettre, avec TRPAL, une information
nociceptive [390]. De plus, quand TRPM8 est coexprimé avec TRPV1, les températures
inférieures a 5°C entrainent une inhibition intracellulaire de TRPV1 par TRPMS8 [391, 392].
Ainsi, la coexpression de TRPM8 avec TRPAL et/ou TRPV1 permet la perception inconsciente
du froid (entre 26°C et 15°C), la perception nocive du froid (entre 15°C et 5°C) et I’anesthésie
par le froid (entre 5°C et 1°C) [393]. Cette anesthésie genérée par le froid peut étre induite par

des agonistes exogénes de TRPM8, comme le menthol ou I’eucalyptol [394-396].
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Entre la limite d’ouverture de TRPV1 (42°C) et celle de TRPM8 (26°C), d’autres thermo-
TRP interviennent dans la perception des températures intermédiaires. La température optimale
d’ouverture de TRPV4 est comprise entre 34°C et 38°C, proche de la température
physiologique de I’organisme. Exprimé aussi par les neurones de I’hypothalamus dans le
cerveau, son réle comme thermosenseur intervient, au niveau du SNC, dans le maintien de
I’homéostasie [397, 398]. Au niveau de la peau, le réle de TRPV4 comme thermosenseur
intervient dans la différenciation des kératinocytes qui I’expriment et dans le maintien des
jonctions serrées. TRPV4 est un canal cationique non sélectif et le fait qu’il puisse étre
constamment ouvert a température physiologique augmente la concentration de Ca?*
intracellulaire des kératinocytes, qui est un facteur de différenciation indispensable a la
stratification de I’épiderme (Introduction, Partie 1-2) [399, 400]. Egalement homéosenseur dans
la peau, mais aussi mécanosenseur, TRPV4 va intervenir dans le maintien de messages
nociceptifs déja générés par les fibres C, conduisant a I’hyperalgésie, une sensibilité excessive
a un stimulus nociceptif. L hyperalgésie ne doit pas étre confondue avec I’allodynie, qui est
I’interprétation comme signal nociceptif de stimuli non-nociceptifs en conditions
physiologiques normales, comme c’est le cas avec les allodynies mécaniques, consécutives
d’une ouverture prolongée de TRPA1L [401]. Chez le rat, la délétion au niveau des DRGs ou

I’inhibition locale de TRPV4 annule I’effet hyperalgésique du récepteur [402, 403].

3-4-5. Stimuli nociceptifs et inflammatoires médiées par les récepteurs couplés aux protéines

G.

Le rble le plus important des TRPV1, TRPV4, TRPAL et TRPMS8 dans la nociception, et
notamment dans la perception de stimuli nociceptifs apportée par I’inflammation cutanée,
résident dans leur capacité a générer des potentiels d’actions aux extrémités des fibres
nociceptives. Les TRPs sont coexprimés avec des récepteurs métabotropiques couplés aux
protéines G, les GPCR qui entrainent leur ouverture suite a une signalisation intracellulaire.
Plusieurs modalités peuvent se discriminer a la suite de I’activation des TRPs par les GPCRs,
la nociception «douloureuse », I’inflammation  « douloureuse », la  neuropathie

« douloureuse » et la démangeaison [377, 404].
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Une protéine G est une protéine intracellulaire, avec une composante intramembranaire.
Dans sa forme inactive, c’est-a-dire couplée a son récepteur, une protéine G est un trimere
composeé des sous-unités a, B et y (abrégées Ga, G, Gy), lié¢ a une molécule de GDP (Guanosine
diphosphate). En cas d’activation du récepteur, la protéine G lie une molécule de GTP
(Guanosine triphosphate), qui sera hydrolysée par sa sous-unité a. Le monomére Ga-GTP se
sépare du récepteur et des sous-unitéd B et y, pour moduler I’activité de son messager
intracellulaire effecteur. Le dimére GB-Gy se sépare aussi du récepteur pour moduler 1’activité
de son propre effecteur. Une fois I’hydrolyse de la GTP effectuée par le messager effecteur, le
monomere Ga-GDP peut revenir se lier a son récepteur. La fin de 1’activité du dimére GB-Gy

replace le récepteur a I’état inactivé.

Dans le cadre de la détection des modalités par I’intermédiaire d’un GPCR, 3 types de
protéines G, se caractérisant par trois types de Ga, interviennent : les Gos ou Gs (pour Adenylate
Cyclase stimulator), les Gai ou Gi ou Gino (pour Adenylyl Cyclase inhibitor) et les Gagi11 ou

Gg1.

La sous-unit¢ Gos active I’enzyme transmembranaire Adénylate Cyclase (AC),
synthétisant de I’AMP cyclique (AMPc) a partir d’ATP. Cet AMPc est un second messager
activant des kinases (enzyme de transfert de groupement phosphate ou sa cible est la protéine
kinase A (PKA). A I’inverse, la sous-unité Gai va inhiber I’AC, diminuant la concentration
cytosolique d’AMPc et donc diminuant I’activité de I’ensemble des voies métaboliques AMPc-
dépendantes. De plus, le dimére GBGy des protéines Gi active I’ouverture des Kir, entrainant

une hyperpolarisation du neurone [405, 406].

La sous-unité Gaga11 active I’enzyme transmembranaire Phospholipase C (PLC), enzyme
catalytique qui, avec un ion Ca®** comme cofacteur, hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) en diacyle glycérol (DAG) et inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). Le DAG
est un second messager entrainant I’activation de kinases comme la protéine kinase C (PKC).
L’1P3, également second messager, se fixe sur les canaux calciques sensibles a I’IPs, présents a
la surface du le réticulum endoplasmique, et entraine une augmentation de la concentration de
Ca?* cytosolique. Le Ca®" est un cofacteur essentiel & une sous famille de PKC dite

conventionnelles [407, 408].
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Le résultat de I’activation de kinases comme la PKA et la PKC est la phosphorylation
intracellulaire des TRPs, déclenchant leur ouverture. 1l existe plusieurs sous-types de PKA et
PKC, presentant chacune une spécificité d’activation pour un ou plusieurs TRP. Par exemple,
la PKCe activerait sélectivement TRPV1, faisant de cette kinase une potentielle cible
thérapeutique pour la régulation de I’hyperalgésie et de la douleur locale médiée par I’activation
des GPCR [409, 410]. L action générale de la PKA et de la PKC reste I’activation les principaux
TRPs intervenant dans la nociception, a savoir TRPV1, TRPV4 et TRPA1 [404, 406, 411-413].

Ainsi, il est possible de discriminer plusieurs populations de fibres de types C en fonction
de leurs expressions de GPCRs et des 3 TRPs intervenant dans la génération des potentiels
d’actions consecutifs a I’activation des GPCRs. Comme par exemple, les fibres C coexprimant
TRPV1 et le récepteur a I’histamine HiR, couplé & une protéine de type Ggi1. L’histamine étant
libérée par les mastocytes en cas d’inflammation, la fibre C coexprimant ces types de récepteurs
est compétente pour percevoir des stimuli pro-inflammatoires. Ces types de fibres expriment
également des PRR, comme les TLR3, TLR4, TLR5 et TRL7 (Figure 19). Ce ne sont pas des
GPCR, mais, par I’intermédiaire de leur adaptateur MyD88, les TLRs exprimés par les neurones
peuvent stimuler I’activation de la Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (P13K) qui
provoque I’ouverture des Nav1.8 ou des TRPV1 [9, 10].

Le dimére GBGy des protéines Gs et Gg1 peut également arriver la PI3K [406, 414].
D’autres fibres C vont exprimer les MrgprA3 et C11, des chimiorécepteurs a protéine Gg1
appartenant a la superfamille des Mrgpr (Mas-related G protein-coupled receptor), et TRPA1
[412, 415]. Cette sous-population de fibres C est particulierement impliquée dans la perception
des stimuli chimiques, comme la chloroquine, agent anti-histaminergique utilisé dans le
traitement de la malaria, qui est également un agent pruritogéne (générateur de démangeaisons)
puisque c’est un des ligands connus de MrgprA3 [416, 417]. Les fibres TRPAL/Mrgpr
expriment également le TSLPR, récepteur a protéine Ggqui, activé par le TSLP libéré par les
kératinocytes de la lame basale en prolifération ou activé par des substances chimiques

pruritogénes [2, 418].
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Figure 19 : Caractérisation des différentes fibres nociceptives par leur co-expressions de
TRPV1, TRPAL et TPRV4 avec des GPCRs.

Plusieurs modulateurs endogénes et exogenes vont générer des potentiels d’actions par
activations intracellulaires des TRPs. Les kératinocytes exprimant TRPV4 peuvent étre activés
de la méme facon et libérés du TSLP, qui va a son tour activer les neurones [419, 420]. Image
issue d’une réalisation originale, inspirée de Kittaka et al. (2017) Allergol Int [419].
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TRPV1 et TRPAL peuvent étre coexprimés, de méme que le PAR-2 (protease-activated
receptor 2) un récepteur activé par clivage par des protéases endogenes (tryptase libérée par les
mastocytes) ou exogenes et qui, couplé a une protéine Ggai, intervient de I’inflammation
(Figure 19) [418]. La particularité des fibres C TRPV1/TRPA1/PAR-2 est qu’ils ne produisent
pas de neuropeptides [331, 419].

3-4-6. Lasubstance P et le Calcitonin gene-related peptide

Parmi la multitude de neurones coexprimant divers assemblages de GPCR et TRPs, les
fibres C se distinguent par leur production ou non de neuropeptides. Le glutamate est le
neurotransmetteur principal participant a la transmission de I’information nociceptive par les
fibres C sur les neurones du tractus spino-thalamique, au niveau de la moelle épiniére. Certains
neurones impliqués dans la perception de la nociception d’origine inflammatoire (HiR),
chimique (Mrgpr) ou thermique ou dans la génération de démangaisons (itch), sont dit
peptidergiques, c’est-a-dire produisant des neuropeptides comme neurotransmetteurs en plus
du glutamate. Les neuropeptides majoritairement retrouvés dans la perception de ces modalités
nociceptives particulieres sont la Substance P (SP) et le CGRP (Calcitonin gene-related
peptide) [341].

La SP est un neuropeptide de 11 acides amines, de la famille des tachykinines, produit
de I’expression du géne Tacl. Le récepteur spécifique de la SP est le NK1R (neurokinin 1
receptor), un GPCR a 7 domaines transmembranaires, se présentant sous deux isoformes,
NK1R full-length (fl), avec une terminaison intracellulaire de 96 acides aminés en C-terminal
riche en résidus Ser/Thr pouvant étre phosphorylés, et NK1R tronqué (tr), ne possédant pas le
domaine intracellulaire de 96 résidus. NK1R est particulier puisqu’il peut, seulement dans son
isoforme full-length, étre couplé a une protéine Gs ou Gg/11 sur sa 3° boucle intracellulaire, alors
que la protéine G couplée a I’isoforme tronquée n’a pas encore été identifiée (Figure 20) [421-
423].

Ainsi, I’activation de NK1Rfl entraine une augmentation intracellulaire d’AMPc, une
activation de la PKA, de la PKC9, un recrutement des voies de signalisation ERK et NF-kB et
une élévation de la concentration de Ca?* cytosolique. Le Ca?* pouvant avoir pour origine le
réticulum endoplasmique (par I’action d’IP3) ou étre d’origine extracellulaire (par I’action de
la PKC et PKA sur des TRPs). L’activation de NK1Rtr n’entraine ni une activation de la PKC3,

ni une augmentation de Ca?* cytoplasmique, seulement un recrutement de la voie des ERK,
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avec une cinétique d’activation plus longue, de I’ordre de 20 a 30 minutes apreés activation du
récepteur tr, contre 1 minute pour le récepteur fl. L’expression de NK1R fl ou tr est ubiquitaire,
avec une surexpression de I’isoforme tronquée chez les monocytes différenciés en DCs ou en

macrophages [424].

La SP, une fois fixée sur NK1R, a besoin de I’action catalytique d’une métalloprotéase
de surface, la néprilysine (neutral endopeptidase, NEP), pour se détacher du récepteur et
permettre a ce dernier de retourner a son état de repos, c’est la désensibilisation. La
conformation prise par NK1Rfl lors de sa liaison a la SP est un substrat pour la GRK (G protein-
coupled receptor kinase), qui va phosphoryler les résidus Ser et Thr de la queue C-terminale,
et permettre la fixation de la B-arrestine. Un fois fixée, la B-arrestine entraine une endocytose
du récepteur lié a la SP, qui dépend de la clathrine et de la dynamine. Dans la cellule, la vésicule
d’endocytose prend le nom de signalome pour activer la voie des pERK. Le récepteur peut étre
rapidement recyclé et de nouveau exprimé a la surface cellulaire ou fusionné avec des
endosomes tardifs dont le pH est plus bas pour permettre I’action de la métallopeptidase ECE-
1 (endothelin-converting enzyme 1), dégradant la SP sur le récepteur et contrélant son recyclage
plus tardif [425]. Aprés de nombreuses stimulations par des fortes concentrations de SP, NK1R
est ubiquitinylé et le signalome, apres avoir activé la voie des ERK, fusionne avec un lysosome
pour étre définitivement dégrade [313, 421, 426-428].
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Figure 20 : Structures des récepteurs a la SP et au CGRP.

Le récepteur NK1R a la SP lie une protéine Gga1 et une B-arrestine sur sa queue intracellulaire.
Le couple CLR/RAMP1, qui reconnait le CGRP, lie une protéine Gg11entre RAMPL et CLR et
une protéine Gs sur CLR par I’intermédiaire d’une protéine adaptatrice RCP (receptor
component protein) [313, 429]. Image issue d’une réalisation originale.
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Le CGRP est un peptide de 37 acides aminés, exprimé suivant deux isoformes présentant
90% d’homologie, I’a et la p CGRP. Les deux isoformes sont les produits de 1’expression de
deux geénes différents, le CALC I pour I’aCGRP et le CALC II pour le B CGRP. L’isoforme
aCGRP est principalement exprimée par les neurones du SNC et du SNP, pendant que
I’isoforme B CGRP est exprimée sélectivement par les neurones du systéme nerveux entérique.
Le récepteur au CGRP est formé par le couple de récepteurs CLR (calcitonin receptor-like
receptor), a 7 domaines transmembranaires, et RAMP (receptor activity-modifying protein), a
un seul domaine transmembranaire. Il existe 3 isoformes de RAMP qui peuvent s’associer avec
CLR. L’association CLR/RAMP2 donne le récepteur AM: et I’association CLR/RAMP3 donne
le récepteur AMgz, qui peuvent tous les deux faiblement lier CGRP. La configuration
CLR/RAMPL est le récepteur proposant le plus d’affinité pour le CGRP, dont le site de liaison
se trouve entre les deux parties N-terminales extracellulaires de RAMPL1 et de CLR [430, 431].
Le duo CLR/RAMP1 est un GPCR, avec une protéine Ggi1 au niveau de la premiére boucle
intracellulaire de CLR, également lié a la partie intracellulaire de RAMPL, et avec une protéine
Gs, liée par I’intermédiaire d’une protéine adaptatrice, la RCP (receptor component protein) a
la 3° boucle intracellulaire de CLR (Figure 20). L’activation du récepteur par le CGRP entraine
une activation de la PLCPB1 par la protéine Gg/1, conduisant a une activation de la PKCe par la
DAG et a une augmentation de la concentration de Ca?* cytosolique par I’1Ps. L’activation de
la protéine Gs de CLR dépend de I’expression de RCP par la cellule. La régulation de
I’expression de RCP par la cellule est un moyen de contréler I’activité du récepteur. L absence
de RCP ne change pas I’affinité de CGRP pour son récepteur, en revanche ce dernier ne pourra
pas induire se réponse médiée par le Gs, c’est-a-dire I’augmentation d’AMPc cytosolique et le
recrutement des kinases dépendantes du second messager (PKA, ERK).

La désensibilisation de CLR/RAMP1 est similaire a la désensibilisation de NK1R, a part
le fait que la NEP, la métalloprotéase extracellulaire, ne peut pas cliver le CGRP pour
désensibiliser le récepteur. CLR doit lier une B-arrestine et étre endocyté pour fusionner avec
les exosomes tardifs contenant ECE-1, la métallopeptidase qui va dégrader la CGRP et recycler

CLR (le réexprimer a la surface plasmique) [425, 432].

Les récepteurs a la SP et au CGRP ont des modes d’action intracellulaire et de
désensibilisations similaires, et sont exprimés de facon ubiquitaire. De plus, les neuropeptides
des nocicepteurs ne sont pas libérés uniquement dans la moelle épiniére pour la transmission
de I’information nociceptive. Les terminaisons des neurones dans la peau ont des vésicules

synaptiques contenant des neurotransmetteurs, comme les neuropeptides. La génération du
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potentiel d’action dans ces terminaisons est provoquée par les récepteurs TRPs, des canaux
cationiques non sélectifs, mais entre autres calcique. Les vésicules apprétées a la membrane se
servent de cette augmentation de Ca®* local pour entrainer la libération de leurs contenus,
I’exocytose. Il'y a donc libération des neuropeptides au site de génération du potentiel d‘action,
soit la zone de stimulation. De plus, le potentiel d’action est une élévation de courant
membranaire entretenue et unidirectionnelle, c’est-a-dire que le potentiel d’action ne va se
propager que dans un seul sens de la fibre nerveuse. Or, I’innervation sensorielle ne se résume
pas a un axone unique pour un neurone, mais a une arborisation de prolongement axonaux, qui
n’ont pas tous généré de potentiel d’action et qui peuvent dont étre parcouru par un potentiel
d’action généré par un extrémité de cette arborisation. Ainsi, un potentiel d’action ne va pas se
propager uniquement d’une extrémité de I’innervation cutanée vers la moelle épiniére mais
aussi vers tous les prolongements du neurone, libérant ainsi les neuropeptides d’un seul et

unique neurone autour de la zone de stimulation originelle.

La SP et le CGRP sont donc susceptibles d’agir sur toutes les cellules cutanées,
stimulant la prolifération des kératinocytes et la génération de matrice extracellulaire par les
fibroblastes, deux mécanismes indispensables au processus de cicatrisation et d’entretien de la
peau [433-435]. Sur la vascularisation cutanée, les neuropeptides agissent sur les cellules
endothéliales, entrainant une vasodilation et augmentant la perméabilité des canaux
lymphatiques [436-439]. Par action autocrine ou paracrine, les neuropeptides vont également
engager les récepteurs a la SP et au CGRP de neurones nocicepteurs, participant ainsi a générer,
amplifier ou entretenir des messages nociceptifs ou pruritogenes, pouvant conduire a une
hyperalgésie [440, 441].

Méme si ce ne sont pas les seuls a orienter la différenciation des fibres sensorielles, le
trio de facteurs neurotrophiques NGF, BDNF et GDNF restent les principaux stimulateurs
décidant de I’orientation peptidergique ou non des fibres, ainsi que les principaux facteurs a
méme de promouvoir la survie des neurones [442-444]. Le fait qu’un progéniteur devienne un
neurone sensoriel myélinisé ou non, peptidergique ou non, dépend de I’expression des
récepteurs Trk (tropomyosin receptor kinase) et du corécepteur RET (receptor tyrosine kinase)
lors du développement. TrkA est le récepteur du NGF, TrkC est le récepteur du BDNF et RET
est le corécepteur de GFRal (glycosyl-phosphatidylinositol-anchored coreceptor), récepteur
du GDNF. Tous ces récepteurs se retrouvent exprimés chez tous les neurones sensoriels
matures, mais c’est I’ordre d’expression de ces récepteurs pendant le développement qui va

orienter la différenciation des fibres sensorielles. Ainsi une expression précoce de TrkC va
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orienter les fibres sensorielles vers un profil myélinisé (fibres Ad) ; en y ajourant I’expression
précoce de TrkA, ces fibres myélinisées pourront produire des neuropeptides. L’expression
tardive de RET entraine la différenciation des fibres vers un phénotype sans myéline (fibres
C) ; en y ajoutant I’expression tardive de TrkA, les fibres sans myéline pourront produire des
neuropeptides [341, 445, 446].

4- Le génie tissulaire

4-1. L'utilisation de modeles de peau in vitro
4-1-1. Alternatives aux modeles animaux

L’expérimentation in vitro se présente comme une complémentarité, voire dans certains
cas une substitution, aux expérimentations in vivo. Cependant, le choix d’un systéme in vitro
ou in vivo déepend de I’analyse que I’on souhaite mettre en ceuvre pour répondre a une hypothese
scientifique de la facon la plus adaptée. L expérimentation in vitro ou in vivo, cherche donc a
reproduire, mimer ou caractériser une fonction biologique, c’est-a-dire la « modélisation » de
cette fonction ou chaque modéle n’a son utilité qu’au travers de limites imposées par

I’hypothese de recherche.

Le choix d’un modeéle in vitro se fait donc suivant la thématique de recherche ou
I’objectif d’utilisation du modele. Ces objectifs peuvent étre multiples, comme vouloir
modéliser la fonction biologique d’un type cellulaire ou d’un organe dans un environnement
contr6lé, pour une étude fondamentale ou une exploitation industrielle. A ces objectifs, une
dimension éthique a été mise en avant par William Moy Stratton Russell et Rex Leonard Burch
en 1959 avec la régle des trois « R» (3-Rs) [447]. La Réduction, le Raffinement et le
Remplacement régissent les bonnes pratiques d’expérimentation animale a I’heure actuelle. Un
4° R est souvent ajouté, pour la Responsabilisation, rappelant que la vie animale est requise et
nécessaire a I’avancement de la biologie, qu’elle doit donc étre considérée avec respect,
reflétant I’honnéteté et I’intégrité scientifique [448, 449].
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4-1-2. Cadre légale de la modélisation /in vitro

L’avantage de la modélisation in vitro est pouvoir directement travail avec du matériel
humain pour se rapprocher des fonctions biologiques humaines et de s’affranchir de
I’approximation inter-espéce. Ainsi, de plus en plus d’études de composés chimiques, de
médicaments ou de matériaux a usage cosmétique se font au travers de tests normalisés in vitro,

pour en predire I’efficacite et la toxicité [450-454].

La normalisation de ces tests et la centralisation des données sont des composantes
essentielles a la validation d’un modele in vitro. Cette normalisation permet de s’assurer de la
meilleure reproductibilité des résultats obtenus suite a I’utilisation de ces modeles [455]. Des
organismes, comme le collectif AltTox, se proposent de recenser les modele in vivo et leurs
équivalents in vitro dans le cadre des tests de toxicité [456]. L'Organisation de coopération et
de développement économiques (OCDE, Organisation for Economic Co-operation and
Development, OECD) regroupe 36 pays qui, entre autres, référencent et statuent sur la validité
des modeéles in vitro en publiant des guides pour la réalisation de tests de produits chimiques
(Guidelines for the Testing of Chemicals) [457]. Les OECD Test guidelines (TG) sont
numérotés, régulierement mis a jour et servent de référence pour les tests nouvellement mis au

point :

- OECD TG 431 : Méthode pour évaluer la corrosion sur un modéle de peau humaine
- OECD TG 439 : Méthode pour evaluer I’irritation sur un épiderme humain
- OECD TG 442 : Sensibilisation cutanée

0 442A et B = Test LLNA (Local Lymph Node Assay)

0 442C = Test DPRA (Direct Peptide Reactivity Assay)

Les nouveaux tests doivent étre validés par des organismes officiels externes comme
I’EURL ECVAM (European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing).
Les modeéles sont proposés comme des alternatives a I’expérimentation animale et vont
permettre I’élaboration de nouveaux médicaments ou de nouvelles substances chimiques, dont
il est crucial pour la sécurité et la santé de tous que I’innocuité de ces produits soient évaluée

au mieux.

La création d’un nouveau modele et sa validation au travers des tests standardisés de
I’OECD permettent d’exploiter ce modéle sous des dimensions économiques et industrielles.
Le systéeme de prestation de service, accessible aux industriels, comme aux laboratoires ayant

pour objectif premier la recherche fondamentale, permet de confier a un tiers I’évaluation de la
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sensibilisation cutanée la toxicité, du potentiel corrosif, irritant ou sensibilisateur d’un composé
par un protocole dédié. Concernant la sensibilisation, il s’agit du protocole AOP (Adverse
Outcome Pathway for Skin Sensitisation) initialement OECD TG 168. Le protocole AOP se
solde souvent par un test in vivo sur la souris, comme le test LLNA. Ce test repose sur
I’application d’un composé sur I’oreille de la souris et I’étude de la prolifération de lymphocytes
dans le ganglion drainant 6 jours apres la stimulation.

4-1-3. Modeles /in vitroen 2D

La Monocouche ou Monoculture

La peau étant un organe compose de plusieurs structures, la culture d’un seul type
cellulaire composant sa structure représente un premier pas pour I’évaluation de I’impact d’une
substance sur les cellules cutanées humaines. C’est le cas du test KeratinoSens™ (OECD
442D), qui utilise la lignée HaCaT de kératinocytes humains pour quantifier leurs réponses

antioxydantes en réaction a des composés [458].

Cependant, la sensibilisation cutanée fait appel au systeme immunitaire pour s’établir,
et ne peut se résumer a la réaction des cellules majoritaires de la peau, les kératinocytes ou les
fibroblastes. Le test h-CLAT utilise une lignée humaine de monocytes leucémiques, THP-1, au
comportement et a la morphologie similaire aux DCs, et évalue I’expression de CD86 suite a
I’incubation avec un composé [459]. Le test MUSST (Myeloid U937 Skin Sensitization Test)
observe les mémes parametres en utilisant la population de lignée cellulaire myéloide U937,

adoptant des caracteristiques similaires aux macrophages [460].

La co-culture

La co-culture en monocouche permet d’évaluer I‘interaction entre les cellules
structurelles et les cellules immunitaires. Plusieurs modéles se proposent de réunir les cellules
HaCat et THP-1 et de réaliser les mémes analyses que les tests KeratinoSens™ et h-CLAT,
pour améliorer la fiabilité de ces deux tests en se basant sur le fait que les kératinocytes sont
aussi sensibles aux signaux de danger et peuvent influencer la réponse des cellules immunitaires

par la production de cytokines pro-inflammatoires [461-463].
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Les lignées cellulaires, méme si elles conservent leurs fonctions métaboliques et leurs
phénotypes, peuvent, au fur et a mesure des passages, perdre leur identité [464, 465]. Un
passage est un cycle d’amplification, de congélation et de décongélation. L’absence de structure
tridimensionnelle, nécessaire a I’amplification, fait que les cellules vont perdre leur identité dite
« tissulaire », c’est-a-dire leurs capacités a recréer leurs fonctions biologiques, pas seulement
en tant que cellules isolées mais aussi en tant qu’élément d’un tissu communiquant avec
d’autres types cellulaires. Ce phenomene est renforce par le fait que les lignées cellulaires sont,
comme les HaCat et THP-1, des cellules au profil cancéreux dont le génome ne correspond plus
a celui d’une « cellule normale humaine ». L’effet de perte d’identité tissulaire est plus rapide
avec les cellules non immortalisées issus de cultures primaires qui supportent beaucoup moins

de passage que les lignées immortalisées.

Cependant, travailler avec des cellules primaires permet justement de modéliser au
mieux la fonction biologique d’un tissu [466]. C’est ce que propose le test LCSA (Loose-Fit
Coculture-Based Sensitization Assay) en reproduisant I’analyse des tests KeratinoSens™ et h-
CLAT a partir dune coculture de kératinocytes de peau normale humaine et de DCs

différenciées a partir de monocytes sanguins [467, 468].

4-1-4. Modeéles in vitro3D

Aprés la reproduction de I’interaction entre différents types cellulaires cutanés avec la

coculture, la complexification du modéle passe par la reproduction de la structure de la peau.

L’épiderme et le derme peuvent étre structurellement recréés dans des modeles de
monoculture. La fonction barriére de I’épiderme peut étre obtenue a partir d’une monocouche
de kératinocytes, placée en interface air-liquide. Le contact avec I’air induit une différenciation
des kératinocytes et déclenche la stratification de I’épiderme au fur et a mesure de leurs
proliférations. La présence d’une barriére épidermique permet de choisir entre une application
systémique d’un compose, dans le milieu de culture, ou une application topique, sur la surface
de I’épiderme reconstruit, afin de tenir compte de la capacité du composé a pénétrer la peau.
L analyse de I’intégrité structurelle de I’épiderme pourra étre un nouveau parametre a prendre

en compte pour I’évaluation d’un composé [469, 470].
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Des modeles similaires existent avec uniquement des fibroblastes, produisant de la
matrice extracellulaire, suite a I’ajout d’acide ascorbique au milieu de culture [471, 472]. Cette
matrice, principalement composée de fibroblastes, permet d’évaluer la pénétration ou la
persistance d’un composé dans le derme, ou sa capacité corrosive en se basant sur une analyse
structurelle du modele [473, 474].

L’organotypique et génie tissulaire

La peau est un organe a part entiere et un épiderme ou un derme, séparés, ne peuvent pas étre
considéré comme des modeles de peau. La culture organotypique est la mise en ceuvre des
moyens techniques visant a la reconstruction d’un organe, aussi bien dans sa structure que dans
sa fonction [475]. Le génie tissulaire est I’ensemble des techniques permettant la réalisation
d’un modeéle organotypique. Ces moyens techniques comportent le choix d’un support de
culture adapté, le moyen d’ensemencement des différents types cellulaires et I’origine de ces
types cellulaires [476, 477].

L’explant de peau normale humaine est un cas particulier de la modélisation
organotypique. Il s’agit d’un modele ex vivo répondant cependant a la définition d’un modele
organotypique. Pour étre fonctionnel, ce modéle n’a ni besoin de support de culture ni d’étapes
de culture cellulaire préalables et il peut étre proposé comme alternative aux modeéles animaux
pré-cliniques [478-480]. L’inconvénient de ce modele est justement le fait qu’il soit un explant.
Cela signifie que le modéle se trouve privé de fonctions essentielles au sein de I’organisme,
comme I’innervation sensorielle et la vascularisation lymphatique et sanguine. La privation de
ces fonctions et la lésion tissulaire consécutives a I’extraction impactent la stabilité du systéme
immunitaire et place I’explant dans un contexte pro-inflammatoire pouvant impacter la

longévité du modele ou la validité des tests pré-cliniques [434, 480].

Un autre moyen de s’affranchir d’un support de culture exogéne est de faire synthétiser
leur propre matrice aux fibroblastes, comme dans le modele de derme seul [471, 472], puis d’y
ajouter les kératinocytes et placer le modele en interface air-liquide pour permettre la
stratification de I’épiderme. Le support de culture sera uniquement composé de matrice
endogene et il est possible de controler son épaisseur en empilant des feuillets de monocouches
de fibroblastes et de créer un derme pseudo-vascularisé en installant également des cellules
endothéliales. L’empilement des feuillets cellulaires entraine leur fusion et donc la formation

d’un tissu homogeéne, c’est la technique d’autoassemblage [481-484].
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L’incorporation des cellules dans un support de culture tridimensionnel (scaffold)
prééexistant permet une meilleure différenciation des types cellulaires ensemencés, ainsi
gu’une meilleure prolifération des cellules colonisant la structure. La surface et I’épaisseur du
modele, ainsi que la densité cellulaire peuvent étre plus facilement contrélées en utilisant ces
supports de culture [485, 486]. Pour travailler a partir d’une matrice extracellulaire d’origine
endogene, il est possible d’utiliser un explant de peau décellularisé. La structure et la
composition du support sont identiques a I’origine tissulaire des cellules ensemencées et offre
donc une biocompatibilité parfaite. Cependant, la peau normale humaine décellularisee
comporte des désavantages. Sur une surface donnée, la structure et la composition de la peau
humaine ne sont pas homogenes. De plus, I’historique du donneur ajoute de la variabilité inter-

individuelle aux modeéles utilisant ce type de support de culture [487-489].

L utilisation d’un support de culture artificiel, biocompatible, issu d’un protocole de
synthése normalisé permet d’accroitre la reproductibilité et la répétabilité du modele [485, 490].
Ce support de culture artificiel peut avoir des composants d’origine synthétique, comme le
polycaprolactone (PCL), et le poly-ethylene-glycol (PEG) ou d’origine naturelle, comme le
collagene (souvent bovin ou porcin) et le chitosan. Le collagene, méme d’origine animale, va
offrir la meilleure biocompatibilité pour les cellules humaines que des composants
synthétiques. De plus, afin de respecter un des objectifs premiers de la modélisation in vitro, il

est possible d’utiliser du collagene d’origine humaine [491].

Cependant, la matrice extracellulaire du derme humain n’est pas composée uniquement
de collagene. L ajout de chitosan a une matrice de collagene permet d’augmenter la résistance
mécanique du support de culture. Le chitosan est un polymeére biocompatible naturel, produit
de la désacétylation de la chitine (carapace) de crustacés. La matrice de collagéne-chitosan offre
un maillage (structure poreuse tridimensionnelle) optimal pour les cellules la colonisant,
accroissant leurs proliférations [492, 493]. Enfin, la fonction barriere de I’épiderme se trouve

améliorée lorsque les kératinocytes se différencient sur ce type de matrice [494].
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Vers une complexification des modeéles de peau normale humaine

Jusqu’a présent, les modéles organotypiques étaient comparés suivant la composition
de leur matrice extracellulaire et donc au travers de la prolifération des fibroblastes et la
différenciation des kératinocytes. La composition kératinocyte/fibroblaste peut étre suffisante
pour I’étude de la cicatrisation et la régénération cutanée [486, 495, 496], la médecine
régénératrice [12, 486, 497], ou encore le développement de nouveaux médicaments et I’étude
de la sensibilisation cutanée [498]. La nécessité de complexifier ce systéme est une volonté de
se rapprocher le plus possible du concept de modele organotypique, parce que I’ajout de
nouveaux types cellulaires signifie I’ajout de nouvelles fonctions et donc de nouvelles analyses

possibles.

L’ajout de cellules endothéliales permet la formation d’une structure de
pseudovaisseaux (sanguins ou lymphatiques) dans le derme. Ces pseudovaisseaux peuvent
servir a la fois a I’étude de I’angiogenese cutanée ou a compléter le derme avec une structure
de soutien [499, 500]. Un modéle prévascularisé permet également d’accroitre la guérison en

cas de greffes de modéles [501].

L’immunocompétence peut étre incluse sans culture 3D, comme dans le test LCSA. Les
cellules immunitaires, notamment les cellules présentatrices d’antigéne, sont importantes pour
la mise en place de I’inflammation et offrent une grille de lecture supplémentaire avec I’étude
de cette étape-clé de la sensibilisation cutanée. Des LCs, des DCs et des macrophages dérivés
de monocytes sanguins sont les cellules les plus couramment ajoutées lors de la mise en place
de I’immunocompétence des modeles [502-505]. De plus, ces cellules interviennent dans la
génération de pathologies cutanées, comme la dermatite atopique et le psoriasis. Les dériver a
partir du sang d’individus malades, permettrait de modéliser in vitro ces pathologies, afin de

mieux les comprendre ou tester de nouveaux traitements [185, 502, 506, 507].

L’ajout d’une innervation sensorielle permettrait d’établir un modéle de peau sensible
aux signaux nociceptifs. Ces signaux pouvant étre d’origine chimique, I’innervation cutanée
devient un atout non negligeable dans les études d’irritation et de sensibilisation [508, 509]. De
plus, la libération de neuropeptides, consécutifs a I’activation des neurones sensoriels, a un
impact significatif sur la croissance des kératinocytes et augmentent le processus de
régénération et de cicatrisation de I’épiderme [4, 434, 438].
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4-2. Les cellules souches pluripotentes induites

Toute modelisation, et reconstruction par génie tissulaire, implique d’abord I’extraction
et/ou la culture des cellules avant leur intégration au modele. Toutefois, des cellules comme les
DCs immatures de la peau et les neurones sensoriels ont perdu leur capacité a proliférer avec
I’acquisition de leur phénotype différencié. De plus, ces cellules comme les progéniteurs
multipotents dont elles sont issues sont difficiles & extraire chez I’nomme adulte. L ajout d’une
innervation d’origine humaine & un modéle reconstruit in vitro nécessite la génération de

neurones ou de progeéniteurs de cellules neuronales grace a une reprogrammation cellulaire.

L’identité cellulaire, dans le cas d’un organisme pluricellulaire, est la notion selon
laguelle la modulation de I’expression du genome entraine la production de protéines propres
aux fonctions spécialisées d’une cellule, travaillant en symbiose avec les autres cellules aux
fonctions spécifiques [510]. Le paysage de Waddington est un concept permettant de visualiser
la différenciation cellulaire comme une bille descendant une pente vallonnée. Plus elle
s’enfoncera dans les vallons, plus elle sera différenciée et plus il lui sera difficile de franchir les
crétes, la séparant des autres valons, c’est-a-dire des autres cellules différenciées (Figure 21B)
[511]. Cette métaphore du développement a été proposé pour la premiere fois, en 1939, par
Conrad Hal Waddington et est souvent mise a contribution pour expliquer les principes de la
reprogrammation cellulaire, comme la transdifférenciation et la reprogrammation par étapes de
pluripotence [512]. La transdifférenciation est la reprogrammation de cellule différenciees vers
un autre type cellulaire (Figure 21C), différencié également, sans passer par un stade
intermédiaire de cellules souches. La reprogrammation par étapes de pluripotence commence
par une premiére étape de dédifférenciation, soit le passage d’une cellule différenciée a un stade
de cellule souche. La seconde étape permet le passage de la cellule souche vers un stade

différencié, c’est la redifférenciation (Figure 21D).
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Figure 21 : Schématisation de la différenciation et de la reprogrammation cellulaire par
la métaphore du paysage de Waddington.

Design original de Cécile Delance, utilisé et modifié avec autorisation et inspiré de la banque
d’images libres de droits Servier Medical Art.
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L’utilisation de cellules souches embryonnaires humaines est une des premiéres
solutions qui fut retenue pour I’obtention de neurones différenciés [513, 514]. Ces cellules sont
des lignees, comme la UCO06, obtenues a partir de dons de patientes traitées contre I’infertilité
et sont souvent envisagéees pour des traitements de thérapie cellulaire [513, 515]. Cependant,
I’utilisation des cellules souches embryonnaires d’origine humaine est soumise a de

nombreuses controverses éthiques, limitant leurs utilisations [516].

La transdifférenciation se présente comme une alternative plus simple, puisqu’elle ne
requiert pas de culture préalable de cellules souches. Par expression ectopique d’une
combinaison de facteurs de transcription, la cellule va quitter son statut de cellule différenciée
et acquérir un profil intermédiaire, I’orientant vers la différenciation spontanée du type
cellulaire voulu. C’est ce principe qu’a démontré en 1987 Davis, considéré comme un des
pionniers de la transdifférenciation, avec le facteur MyoD, en générant des myoblastes a partir
de fibroblastes [517]. A partir d’une culture de fibroblastes et en identifiant les facteurs de
transcriptions adéquats, il est possible de générer tous types de neurones désirés [518], y
compris les neurones sensoriels [519, 520]. Cette technique présente I’avantage de générer
directement une culture de neurones sans toucher au génome des cellules, si la technique de
reprogrammation choisie se base sur la transfection par ARN. La modélisation de pathologies,
dépendantes de la conservation du patrimoine géneétique de la cellule, devient alors possible en
utilisant cette reprogrammation directe [521, 522]. Cependant la stabilit¢ de la
transdifférenciation pour les cellules proliférantes dépend de la robustesse de la transfection et
du nombre de facteurs de transcription utilisés. Plus une cellule différenciée est eéloignée, dans
I’embranchement développemental, d’une autre cellule différenciée, plus il faudra de facteurs
de transcription pour lui faire franchir les « grandes » crétes du paysage de Waddington. Pour
les cellules non-proliférantes, comme les neurones, le désavantage est de devoir réitérer la

transfection a chaque fois que I’on souhaite obtenir une nouvelle culture [520].

Les cellules souches pluripotentes induites (induced pluripotent stem cells, iPSCs)
représentent une alternative tres intéressante aux cellules souches embryonnaires et a la
transdifférenciation. La génération d’iPSCs repose sur un principe similaire a la
transdifférenciation. Ici la combinaison de facteurs de transcriptions introduits dans la cellule,
a été élaborée par I’analyse des facteurs oncogénétiques, c’est-a-dire ceux permettant le
maintien du stade indifférencié. C’est Kazutoshi Takahashi et Shinya Yamanaka qui ont
découvert, en 2006, la combinaison de quatre facteurs de transcriptions nécessaires a I’induction

d’iPSCs a partir de fibroblastes murins, puis en 2007, a partir de fibroblastes humains adultes
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[523, 524]. Les quatre facteurs, connus sous le nom de cocktail de Yamanaka sont : Oct3/4 ;
Sox2 ; c-Myc et KIf4, remplacant de Nanog initialement utilisé dans I’étude de 2006. A la suite
de cette decouverte, ce cocktail a été modifié par I’ajout de facteurs comme Lin28 [525], Esrrb
[526] ou Thx3 [527], dans le but d’augmenter le taux de transfection et la stabilité de la
reprogrammation. Le taux de transfection correspond au pourcentage des cellules différenciées
ayant intégré les facteurs de transcription et s’étant dédifférenciées. La méthode de
reprogrammation, tout autant que le choix des facteurs de transcription, impacte
significativement le taux de transfection. 1l existe plusieurs méthodes de reprogrammation pour
I’induction d’iPSCs mais 4 sont couramment utilisés : I’emploi d’un vecteur viral, intégratif ou

non-intégratif, et I’emploi de matériel génétique nu, ARN ou ADN.

Les lentivirus sont des rétrovirus, c’est a dire des virus a ARN dotés d’une enzyme
permettant la rétrotranscription de leur matériel génétique en ADN (la rétrotranscriptase) et
I’intégration de cet ADN dans le génome de la cellule. L’emploi de ce type de vecteur pour
I’induction iPSC offre le meilleur taux de transfection, cependant I’intégration, au hasard, des
facteurs de transcription dans le génome de la cellule peut engendrer des problémes pour la
stabilité de I’iPSC ou pour la différenciation [528, 529].

L’ADN épisomal ou épisome ou ADN circulaire est un ADN extrachromosomique qui
peut se répliquer de maniére autonome. Cet épisome peut étre utilisé au sein d’un vecteur viral,
comme les adénovirus ou les Polyomavirus, ou peut étre utilisé seul. Dans ce dernier cas, ne
pas devoir utiliser de vecteur viral est une force de cette technique, pour le maintien de la culture
de I’iPSC et ses utilisations futures, puisque le matériel viral doit étre éliminé de la culture pour
éviter tout risque de contamination. Cependant, méme si le risque d’interaction aléatoire dans
le génome des épisomes est faible, il est possible que les dommages de cette intégration portent
préjudice a la culture d’iPSC [530, 531].

La reprogrammation par ARN messager est une méthode non intégrative et, une fois la
reprogrammation effectuée, robuste. Cependant cette méthode nécessite une grande quantité de
matiere a transfecter parce que le taux de génération d’iPSCs est faible et dépend énormément
de la provenance des cellules. Par exemple, des cellules d’un patient jeune sont plus facilement

reprogrammables par cette méthode que des cellules d’un patient 4gé [530, 532, 533].
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L’emploi de virus de Sendai, une méthode non intégrative et également a ARN, permet
de générer des iPSCs. Du virus de Sendai permet un taux de transfection aussi élevé que les
lentivirus, avec I’avantage de ne pas intégrer son materiel au génome de la cellule. Cette
méthode permet également de transfecter trés peu de cellules différenciées, comme des PBMCs
de patients [530, 534, 535]. Le matériel viral doit étre éliminé pour éviter tout risque
d’interaction avec le génome de I’hdte et le principal probleme actuel du virus est son

élimination lente qui ne peut se faire qu’au terme de longues cultures des iPSCs [536-538].

L’obtention d’iPSCs représente un enjeu crucial dans la modélisation de pathologies,
puisque les méthodes non-intégratives laissent le génome du patient intact. Le fait de pouvoir
le maintenir en état indifférencié in vitro permet de constituer des banques cellulaires
regroupant les différentes variabilités d’une seule pathologie [539-542]. De plus, la
différenciation des iPSCs ne conduit pas obligatoirement vers un stade terminal de cellules
différenciées fonctionnelles, elle peut se faire vers des stades intermédiaires de cellules multi
ou unipotentes comme les progéniteurs neuronaux, les cellules souches hématopoiétiques ou
les précurseurs de cellules dendritiques [543-547]. Enfin, comme les iPSCs peuvent étre
amplifiées et maintenues en culture, il est possible de différencier une méme lignée d’iPSC en
plusieurs types cellulaires différents. Cela permet la création de modeles in vitro recréant
I’interaction de plusieurs types cellulaires provenant de la méme lignée de cellule iPSC et donc

du méme individu, sain ou pathologique [546, 548-551].

4-3. Lesinteractions entre systéme nerveux et systeme immunitaire

L’interaction entre le systéme nerveux et le systéme immunitaire représente un enjeu
incontournable pour la modélisation in vitro. En effet, dans la modélisation cutanée, les études
de sensibilisations sont autant pertinentes sur des systémes innervés ou immunocompétents et
vont donner des informations différentes. Par exemple, un modele immunocompétent sera plus
a méme de statuer sur le potentiel pro ou anti-inflammatoire d’un composé, alors qu’un modele
innervé sera plus compétent pour discriminer les composés au pouvoir irritant ou
potentiellement nocicepteurs. Le systéeme nerveux et le systeme immunitaire ont donc comme
point commun d’étre tous les deux compétents pour percevoir les signaux de danger. Certes,
I’origine de ces signaux ne sont pas, dans tous les cas, les mémes et les deux systéemes ont leurs
propres moyens, par I’expression de récepteurs spécifiques, pour percevoir ces signaux de

danger. Mais I’aboutissement de cette perception est I’intégration du signal pour permettre le
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recrutement de mécanismes effecteurs servant a maintenir I’homéostasie [420]. La perception
de signaux de danger, quelque soit le systeme les percevant, suppose donc une communication

étroite entre neurones et cellules immunitaires.

Comme il a déja été présenté, le systeme immunitaire impacte directement I’activation
des neurones sensoriels nocicepteurs. La libération d’histamine par les mastocytes entraine
I’activation directe des neurones nocicepteurs par les récepteurs Hi et Ha (Partie 3-4-7). De
plus, les neurones sensoriels peuvent étre activés par d’autres cellules que les cellules du
systéme immunitaire, comme les kératinocytes qui vont libérer du TSLP et du NGF en cas
d’inflammation. Le TSLP va activer les fibres nociceptives exprimant le récepteur TSLPR. Le
NGF peut également activer les neurones sensoriels par p75N™R, qui est exprimé et activé par
I’intermédiaire d’une liaison prolongée de TrkA et du NGF [552, 553].

Or, a la suite d’une activation les neurones peptidergiques liberent de la SP et du CGRP
directement dans la peau, influencant la porosité des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Ces
neuropeptides peuvent également agir sur les cellules immunitaires présentes dans la peau, en
amplifiant la dégranulation des mastocytes, par exemple [554]. Il y a donc un dialogue entre le
systeme nerveux sensoriel et le systtme immunitaire au niveau de la peau lors de

I’inflammation.

Les CPA, comme les DCs, trés utilisées dans la modélisation cutanée et étant au cceur
la problématique qui nous intéresse, peuvent voir leurs réponses influencées par les neurones
sensoriels. Ceci est di a I’expression par les DCs et LCs des récepteurs NK1R et CLR/ RAMP1,

qui les rend activables par leurs neuropeptides associés [313, 429].

Chez la souris, tout d’abord, une activation de NK1R in vitro sur des DCs différenciees
de cellules de moelle osseuse (Bone Marrow Derived Murine DCs) entraine une augmentation
de la proportion de DCs activées, c’est-a-dire exprimant CD86. De plus, ces DCs avec leur
NK1R activé ont un profil d’inflammation entrainant la sécrétion d’IL-12 et I’inhibition de la
production d’IL-10, correspondant a un profil Tu1 [555]. La méme équipe a démontré, in vivo,
que I’activation de NK1R augmente la longévité des DCs dans les ganglions lymphatiques
drainants [428].

Encore chez la souris, dans un modele in vitro, des LCs extraites de digestions
d’épiderme, préalablement stimulées avec du CGRP et mises en présence de LT, entrainent une
orientation TH2, par augmentation de la production d’IL-4 [556]. Cependant lorsque ces mémes
LCs sont mises en présence de cellules endothéliales préalablement stimulées par du CGRP,
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elles vont induire une réponse de type Tu17. Dans un modéle in vivo murin d’infection cutanée
par Candida albicans, les dDCs et les LCs murines vont provoquer une réponse Tn17, bien
adaptée a cette infection fongique. Cette réponse Tnl7 est potentialisée par la libération de
CGREP par les neurones sensoriels directement activés par C. albicans. Le CGRP libéré dans la
peau va entrainer la libération d’IL-23 par les dDCs CD301b*, qui vont activer une population
de LT résidante de la peau, les yoT qui vont libérer de I’IL-17. Cette production d’IL-17 par les
voT n’est possible que parce que les dDCs sont activées par le CGRP [197].

Des observations similaires ont été rapportées dans un modele in vivo murin de psoriasis.
L’application d’imiquimod au niveau cutané est un modele connu de psoriasis, entrainant
I’augmentation de la production d*IL-23, d’IL22 et d’IL-17 par les cellules immunitaires,
aboutissant a une hyperprolifération des kératinocytes caractéristique de la pathologie [557].
L’imiquimod activerait directement les nocicepteurs exprimant TRPV1, libérant de la
Substance P et du CGRP dans la peau. Les dDCs activées par les neuropeptides vont libérer de
I’IL-23, qui va activer les y0T. Ce sont ces T résidents de la peau qui sont a 1’origine de la
libération d’IL-17 et d’1L22, responsables de la prolifération des kératinocytes [8]. Ainsi, les
nocicepteurs sont des nouvelles cibles thérapeutiques envisagées dans des pathologies
inflammatoires cutanées chroniques comme le psoriasis [554, 558].

Chez I’lhomme, je n’ai pas trouvé d’études permettant de conclure sur la possible
orientation de la réponse des T par des CPAs sous influence de neuropeptides, ou encore sur
I’influence qu’ont ces neuropeptides sur des DCs cutanées isolées de peau. En revanche, il a été
démontré que les monocytes humains expriment NK1R et que son activation entraine le
recrutement de la voie des ERK [559]. De plus, I’activation par du CGRP de MonoDC
humaines in vitro diminuerait leur expression de CD86 en cas de stimulation par du LPS [560].

Méme si I’impact direct des cellules immunitaires et de leurs sécrétions sur les
nocicepteurs est relativement bien connu, I’action retour de ces nocicepteurs sur les DCs
cutanées reste flou. De plus, les DCs humaines ne sont pas sensibles aux mémes stimuli que les
fibres nociceptives. Par exemple, les DC humaines expriment faiblement TRPV1 a leur surface

mais n’initient de réponse pro-inflammatoire suite a I’engagement de ce récepteur [561, 562].

L’étude de I’interaction neuro-immunitaire cutanée, notamment I’impact de I’activation
des nocicepteurs sur I’orientation de la réponse immunitaire par les DCs, représente une
perspective intéressante dans I’étude de pathologies comme le psoriasis ou de la réponse

cutanée consécutive a I’application d’un sensibilisateur.
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5- Objectifs de la these

L’objectif principal de ce travail de recherche constitue a recréer, par génie tissulaire,
un modele de peau humaine, comprenant un épiderme stratifié et un derme, avec une pseudo-
vascularisation, une immunocompétence apportée par des cellules dendritiques, et une
innervation sensorielle nociceptive. Ce modele servira d’outil d’analyse a I’interaction entre
systéme immunitaire et systéme nerveux cutané, a travers I’exemple des DCs et neurones

nociceptifs.

5-1. Action de la substance P et du CGRP sur les cellules dendritiques humaines

En paralléle de la mise au point du modele de peau, I’impact direct de la SP et du CGRP
sur les DCs humaines sera évalué. Nous observerons la capacité des DCs a s’activer dans une
monoculture in vitro et a migrer hors d’un explant de peau ex vivo, sous influence des

neuropeptides.

5-1-1. Modulation de la maturation des DCs par les neuropeptides

L’utilisation de DCs différenciées in vitro par du GM-CSF et de I’IL-4 a partir de
monocytes sanguins humains (MonoDCs) servira a I’étude de I’action de neuropeptides sur les
DCs cutanées. Ces MonoDCs different de celles se différenciant naturellement dans la peau
normale humaine en contexte pro-inflammatoire (Introduction, partie 2-4-3) par I’expression
de CD1a et une faible expression de CD14. L’avantage des MonoDCs générées in vitro est
d’avoir un phénotype immature apres différenciation. Ces cellules sont ainsi capables induire
des réponses Tul, Tn2 ou TH17 in vitro en fonction des conditions de stimulation [563-565]. Il
faut toutefois noter que la différenciation des monocytes sanguins en MonoDCs génere une
population homogene ne pouvant pas refléter toutes les réponses de toutes les différentes
populations de DCs cutanées en cas de stimulation [566]. Méme si les MonoDCs restent un bon
modele in vitro de maturation et d’orientation de la réponse des Tw, leurs fonctions ne doivent
donc pas étre extrapolées a I’ensemble des réactions potentielles induites par les cDCs du derme
et les LCs [565, 567].
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La premiére étape dans I’utilisation des MonoDCs comme modele sera de vérifier leurs
expressions des recepteurs NK1R et CLR/RAMPL. La maturation des MonoDCs se fera avec
du LPS et sera modulée par la SP et le CGRP. Leurs phénotypes apres stimulation seront
analysés par cytométrie en flux pour discerner les MonoDCs matures (HLA-DR"9" CD86*,
CD83") des immatures (HLA-DR*, CD86°, CD83").

5-1-2. Modulation de la migration des DCs par les neuropeptides

La migration des DCs hors de leurs tissus pour la présentation de I’antigene est une
caractéristique que les neuropeptides sont susceptibles de moduler. Un explant de peau normale
humaine correspondant a I’épiderme et au derme supérieur sera placé sur un filtre en nylon a
I’interface avec entre I’air et le milieu de culture. La mise en culture d’un explant place la peau
dans un contexte pro-inflammatoire et une partie des DCs cutanées vont migrer hors du tissu et
se retrouver dans le milieu de culture. Par analyse de cytométrie en flux nous distinguerons 3
populations de DCs migrantes, les LCs (CD207%), les DCs CD1a" et les DCs CD14".

5-2. Caractérisation physiologique et fonctionnel du modéle de peau

immunocompétent et innervé par des neurones murins

En monoculture, les MonoDCs ne se maintiennent pas leur état immature sur de longues
périodes apres leur différenciation. Le simple ajout de ce type cellulaire dans un modéle de peau

innervé, déja caractérisé [12], représente une premiére problématique.

5-2-1. l'intégration des MonoDCs immatures dans un derme humain reconstruit

Le modele de derme simple a été choisi pour évaluer I’intégration des MonoDCs et la
compatibilité des cellules avec le support de culture et les fibroblastes et cellules endothéliales
provenant d’autre donneurs. Les cellules endothéliales, & cause des facteurs chemioatractants,
comme le CCL19 et le CCL21, qu’ils peuvent sécréter, représente un atout pour la stabilité des
MonoDCs dans le modéle. Nous évaluerons, par observation en immunofluorescence, la
quantité optimale de MonoDCs a ensemencer pour recréer une immunocompétence comparable

a la peau normale humaine.
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5-2-2. Caractérisation du phénotype des MonoDCs dans le modele de peau et de leur capacité a

migrer en cas d’activation

Une fois les MonoDCs intégrés au modeéle de peau (derme, vascularisation et épiderme),
nous chercherons a évaluer leurs phénotypes a la fin de la culture, nécessaire a la formation de
I’épiderme. Nous chercherons a observer leurs états de maturation, suite ce long temps de
culture et également leurs capacités a répondre a des activations au LPS. Cette réponse pourrait
se traduire par une migration des MonoDCs hors du modele et par I’expression de CD86 par
les cellules restées hors du modeéle.

5-2-3. Utilisation du modele de peau innervé, vascularisé et immunocompétent comme outils

de détections de molécules sensibilisatrices.

Assembler neurones issus d’embryons de souris et MonoDCs dans un modele de peau
vascularisé, avec un épiderme stratifié, nous permet d’étudier I’interaction entre le systéme
nerveux et le systeme immunitaire cutané. Nous avons choisi le LPS comme activateur stricte
des MonoDCs et la capsaicine, comme activateur stricte des neurones murins. Ces deux
contréles vont nous permettre d’évaluer la réponse de notre modele face a la stimulation de
molécules sensibilisatrice. Ces molécules sont : le Dinitrochlorobenzene (DNCB), Acide-DL-
Tartarique (TA), le Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) et I’Ethyléne glycol diméthylacrylate (EG),
recensés du sensibilisateur le plus extréme au plus faible par le test LLNA. Nous cherchons
comparer la classification d’un modéle de sensibilisation in vivo face aux reponses de notre
modele. La réponse du modele s’observera par quantification de cytokines présents dans les

surnageant de culture et pas observation de la morphologie des tissus par immunofluorescence.
Pour compléter I’étude, nous choisissons d’utiliser, 4 constructions :

- Modéle de peau avec un derme vascularisé et un épiderme stratifié : F + E + K

- Modele de peau immunocompétente : F + E + K + MonoDCs

- Modeéle de peau avec une innervation d’origine murine : F + E + K + DRGs

- Modeéle de peau complete, vascularisée, immunocompétente avec innervation d’origine
murine : F + E + K+ DRGs + MonoDCs

Ces constructions vont permettre, la fois d’évaluer la pertinence de nos contréles comme
sensibilisateurs stricts d’un systeme, mais également de préciser le mode d’actions des

sensibilisateurs.
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5-3. Développement d’un modéle de peau innervée par des neurones sensoriels

humain et des cellules de Schwann dérivés d’iPSCs

L’objectif final ce projet de recherche est d’allier les résultats précédemment obtenus
pour orienter le modele vers une construction comprenant uniquement des cellules d’origine
humaine. Les neurones humains proviennent de la différenciation d’iPSCs et se doivent de
respecter les mémes caractéristiqgues morphologiques que fonctionnelles que les neurones

murins.

Nous évaluerons le phénotype des neurones humain en culture 2D et intégrés au modele
de peau, notamment leurs expressions des TRPs et des neuropeptides. Les neurones murins et
humain seront stimulés par des agonistes de TRPV1 et quantifier leurs capacités a sécréter de
la SP et du CGRP.

La capacité d’innerver un tissu faisant partie intégrante du bon fonctionnement d’un
neurone sensoriel, les neurones humains doivent innerver le modele de peau au complet, c’est-

a-dire le derme jusqu’a I’épiderme, comme les DRGs.

Ces résultats ont donné lieu a la soumission d’une publication, actuellement en cours de

révision, dans le journal Acta Biomaterialia.

5-4. Transfert technologique

Cette these, servant de support au travail de recherche, a été réalisée en cotutelle entre
I’Université de Strasbourg, en France, et I’Université Laval, a Quéebec, et s’est concreétisée par la
collaboration en le Dr. Vincent Flacher, a I’'UPR3572, au CNRS de Strasbourg et le Dr. Berthod

au Laboratoire d’Organogénése Expérimentale (LOEX ; Université Laval, Quéebec).

Le LOEX posséde et développe la peau reconstruire par génie tissulaire et innervée par
des neurones murins depuis 2003 [11]. L’UPR3572 maitrise I’extraction et la différenciation
des myocytes sanguins humains en MonoDCs, ainsi que leurs caractérisations phénotypiques
par cytométrie en flux. Au travers de la cotutelle, mon role est de faire sorte en ces deux

techniques soient implantées de fagon fiable dans les deux laboratoires.

La concrétisation de cet objectif ne rendra le modele que plus robuste, puisque sa

construction sera reproductible dans deux laboratoires différents.
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1- Matériels

Produits et consommables

Milieu de culture

Matériels et Méthodes

DMEM 4.5g/L Glucose w/ UltraGlutamine Lonza BE12-604F/U1
DMEM, high glucose, pyruvate Gibco 11995073

DMEM:F12 1: 1w/ UGIn 1 Lonza BE04-687F/U1
DMEM/F-12 Gibco 11320-082 11320-074
EBM-2 Basal Medium 500 ml Lonza CC-3156

EGM-2 Endothelial Growth SingleQuot Kit Lonza CC-4176

Supplment & Growth Factors

PBS-1X w/o Ca, Mg Lonza BE17-516F/12

Additifs au milieu de culture

Neurobasal Medium (1X) ThermoFisher 12348-017
(-) L-Glutamine
(-) Phenol Red
N2-supplement (100X) ThermoFisher 17502-048
B27-supplement (50X) ThermoFisher 12587-010
2-Mercaptoethanol 1000X ThermoFisher 21985-023
(+)-Sodium L-ascorbate Sigma-Aldrich A7631-100G
Y-27632 dihydrochloride abcam ab120129
200 mM L-alanyl-L-glutamine Corning 25-015-Cl
MEM NEAA (100X) ThermoFisher 11140-050
Trace Element A 1000X Corning 25-021-Cl
Trace Element B 1000X Corning 25-022-Cl
Trace Element C 1000X Corning 25-023-Cl
SB431542 Sigma-Aldrich S4317-5mg
LDN193189 Sigma-Aldrich SMLO559-5mg
CHIR99021 Sigma-Aldrich SML1046-5mg
DAPT (GSI-IX) Selleckchem $2215
BDNF Feldan 1D-14-002b
GDNF Feldan 1D - 14 - 014b
r. Hum. B-NGF ThermoFisher 11050HNAC250
(+)-Sodium L-ascorbate Sigma-Aldrich A7631
Hydrocortisone, Chromatographic Standard Calbiochem 386698-25MG
(Millipore)
Insulin from bovine pancreas Sigma-Aldrich 15500-250MG
Epidermal Growth Factor (EGF) human AUSTRAL Biologicals | GF-010-9
(RECOMBINANT) (AMSbio)
DL-Isoproterenol hydrochloride Sigma-Aldrich i5627
Recombinant Human IL-4 PeproTech 200-04
Recombinant Human GM-CSF PeproTech 300-03
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Enzymes de digestion

Thermolysine from Bacillus thermoproteolyticus
rokko

Sigma-Aldrich

T7902-100MG

Collagenase H from Clostridium histolyticum Roche (Sigma) 11074032001
Papain, Lyophilized Worthington LS003119
Stempro accutase ThermoFisher A11105-01
Molécules de préparation de support de culture

Poly-D-lysine hydrobromide Sigma-Aldrich P7280-5MG
Gelatin Type B (Laboratory) ThermoFisher 10774751
Geltrex ThermoFisher A1413302
Kits et milieu d’extraction/purification

Ficoll® HISTOPQUE 1077 Sigma-Aldrich RNBD2044
Percoll® Sigma-Aldrich P1644-1L
CD31 MicroBead Kit, human, MACS Milteny 130-091-935
Anticorps de cytométrie en flux

FITC Mouse Anti-Human HLA-DR,DP,DQ Clone |BD Biosciences 550853
Tu39

FITC Mouse Anti-Human CD86 Clone 2331 BD Biosciences 555657
(FUN-1)

PE Mouse Anti-Human CD1a (H1149) BD Biosciences 555807

PE Mouse Anti-Human CD14 Clone MEM-18 ImmunoTools 21270144
PE Mouse Anti-Human Langerin (CD207) Clone |BD Biosciences 564727

2G3

PerCP-Cy5.5 Mouse Anti-Human CD209 Clone BD Biosciences 558263
DCNA48

APC Mouse Anti-Human CD1a Clone HI1149 BD Biosciences 559775
APC Mouse Anti-Human CD3 Clone UCHT1 BD Biosciences 555335
APC Mouse Anti-Human CD83 Clone HB15e BD Biosciences 551073
APC Mouse Anti-Human CD86 Clone 2331 BD Biosciences 555660
(FUN-1)

Alexa Fluor 700 Mouse Anti-Human HLA- R&D FAB4869
DR,DP,DQ Clone L203

7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) BD Pharmingen 559925
eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 450 | ThermoFisher 65-0863-14
eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780 | ThermoFisher 65-0865-14
Molécules de stimulation

1-Chloro-2,4-dinitrobenzene, DNCB Sigma-Aldrich 237329-10G
DL-Tartaric Acid Sigma-Aldrich T400-25G
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Sigma-Aldrich L4509-10G
Ethylene glycole dimethacrylate Sigma-Aldrich 335681-5ML
DL-Lactic Acid Sigma-Aldrich 69785-250ML
LPS-EB Ultrapure, E. coli0111:B4 InvivoGen 13106-MM
Capsaicin 295%, from Capsicum sp. Sigma-Aldrich M2028
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(NF-09)

Kits ELISA

Human TNF ELISA Set BD OptEIA™ BD Biosciences 555212

Human IL-12 (p70) ELISA Set BD OptEIA™ BD Biosciences 555183

BD Pharmingen™ TMB Substrate Reagent Set BD Biosciences 555214

Agents de perméabilisation et de fixation pour la

microscopie et la cytométrie

Triton X-100 Detergent Bio-Rad 1610407

Paraformaldehyde Aqueous Solution -16% Electron Microscopy |15710
Sciences

issue-Tek O.C.T. Compound, 40z Sakura Finetek 4583

Fixation/Permeabilization Solution Kit (RUO), BD | BD Biosciences 554714

Cytofix/Cytoperm™

Anticorps primaire pour I'imagerie en

immunofluorescence

myelin protein zero antibody (chicken) Abcam ab39375

Human CD31/PECAM-1 Antibody (sheep) R&D Systems AF806

cytokeratin 14 antibody (chicken) Biolegend 906004

Monoclonal anti-hNK1R (mouse) R&D Systems MAB66871

Polyclonal anti-S100 (rabbit) Dako Z0311

Anti-Beta3 Tubulin (TUBB3) (mouse) Biolegend 801202

Anti-beta Il Tubulin polyclonal chicken Abcam ab107216

Purified anti-human HLA-DR Antibody (mouse) Biolegend 327002

Anti-cytokeratin 10 monoclonal rabbit Abcam ab76318

Anti-Neurofilament medium 160kD Mouse Mc Abcam ab65845

Tableau 3 : Références des produits, Kkits et consommables utilisés

Appareils et outils

Unité de lyophilisation pour la fabrication des éponges : FTS Systems Dura-Top Digital
Programmer Bulk Tray Dryer Model BTD with Dra-Dry MP Microprocessor Control Corrosion

Resistant Free-Dryer, Model FD2085C0000

Microscope : les images d’immunofluorescence ont été réalisées aux microscopes a module
confocale LSM700 et LSM780 de Leica et au microscope Zeiss & module ApoTome.2

Cytometres en flux : les cellules ont été analysees avec un Gallios 10 couleurs de Beckman
Coulter, un FACSCalibur 4 couleurs de Beckman Coulter ou un FACSMelody 6 couleurs de

BD Biosciences.
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Logiciels

Logiciels d’imagerie microscopiques :

- L’acquisition des images s’est faite avec les logiciels ZEN 2010 (Zeiss), AxioVision4.8
(Zeiss) ou MetaMorph (Molecular Devices)

- Les images brut obtenues en .zvi ou .Ism ou .tif ont été analysées par les logiciels libres
de droit Image J (dans sa version Fiji), ICY ou par le logiciel propriétaire Imaris version
7.2.3 (BitPlane)

Logiciels de cytométrie en flux :

- L’acquisition des données brutes a été réalisée par les logiciels propriétaires des
cyrtomeétres utiliseés.
- Les analyses des données de cytométrie ont été effectuées sur le logiciel propriétaire

FlowJo®, dans sa version 7.6.5.

Les données statistiques et les histogrammes ont été obtenus a partir du logiciel GraphPad

Prisme®, version 6.

Les schémas, figures originales et tableaux ont été générés a partir des logiciels Illustrator et
InDesign, de la suite Adobe CC, et a partir du logiciel propriétaire PowerPoint, de la suite
Microsoft Office 2016.

La bibliographie de ce document a été générée par le logiciel EndNote™ version X8.2.
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2- Méthodes

2-1. Extraction et culture cellulaire

Toutes les cultures cellulaires sont réalisées dans une étuve a environnement humide, a

37°C dans une atmosphere a 5%CO:..

2-1-1. Extraction des cellules cutanées.

Les fibroblastes, cellules endothéliales et kératinocytes sont isolés a partir de déchets
opératoires issus d’abdominoplasties d’adultes (chirurgie esthétique) ou de prépuce de
nouveau-nées (circoncision). Les échantillons ont été obtenus avec le consentement libre et
éclairé des patients, en accord avec les regles d’éthiques en vigueur, approuvée en 2008 par le
comité d’éthique de la faculté de Strasbourg, dans le cadre d’une recherche non

interventionnelle, hors loi Jardé.

Sur les abdominoplasties, le tissu graisseux (hypoderme) est complétement enlevé et la
peau est lavée a plusieurs reprises (5 a 10 fois) en PBS (Phosphate-buffered saline) supplémenté
avec 300U/mL de Pénicilline, 75 pg/mL de Gentamycine et 15ug/mL de Fungizone. La peau
est ensuite découpée en lames de 3x1,5cm et placée en boite de Petri, avec 500 pg/mL de
thermolysine (Sigma-Aldrich) dans 10 mL de tampon HEPES (4(2-hydroxyethyl)-I-piperazine
ethane sulphonicacid) + 1 mM de CaClz, en incubation sur la nuit & 4°C. A la suite de la

digestion enzymatique, le derme et I’épiderme seront séparés a I’aide de deux pinces.

2-1-2. Culture des fibroblastes

Le derme, fraichement séparé de I’épiderme, est coupé en petits morceaux de quelques
millimétres a I’aide d’un scalpel et placé sous agitation dans du milieu de culture DMEM
(Dulbeccoe-Vogt modification of Eagle's medium) avec 0,125 U/mL (Unité par mL) de
Collagénase H provenant de Clostridium histolyticum pour 3 a 4 heures a 37°C. La suspension
cellulaire obtenue est filtrée au travers d’un filtre en nylon de porosité 100 um. L’équivalent de
10 cm? de cellules de derme est ensemencé dans un flacon de culture & bouchon microfiltré de
75cmz2 (T75) avec du DMEM supplémente avec 10% de sérum de veau feetal (SVF), 100 U/mL
de Pénicilline et 25 ng/mL de Gentamycine. Ce milieu de culture est appelé comme du DMEM

complet et sera abrégé en DMEMCc.
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Les fibroblastes peuvent étre congelés dans du SVF supplémenté avec 10% de
Diméthylsulfoxyde (DMSO), conservés en azote liquide (-196,15 °C) pour former des banques

cellulaires et étre réutilisés au besoin.

Pour une culture optimale, 300 000 fibroblastes sont ensemenceés apres décongélation
en T75 dans 15 mL de DMEMc. Avec un changement de milieu de culture tous les 2 jours, les
cellules seront a confluence (recouvrant 100% de la surface de cutlure) en 7 jours, pour un total
compris entre 1,5 et 3 millions de fibroblastes obtenus par flacon. La culture de fibroblastes ne
dépasse pas le 9° passage, c’est-a-dire 9 cycles de décongélation et congélation des mémes
cellules.

2-1-3. Culture des kératinocytes

L’épiderme, fraichement séparé du derme, est coupé en petits morceaux a I’aide d’un
scalpel et placé sous agitation avec 0,05% de trypsine + 0,1% d’Ethylénediaminetétraacétique
(EDTA) dans du PBS pendant 15 a 30 minutes a 37°C. La trypsine est inactivée (saturée) par
le SVF en ajoutant du DMEMCc et apres centrifugation, I’équivalent de 10 cm?2 d’épiderme est
ensemencé dans une T75 avec 1,5.10° cellules 3T3, préalablement irradiées a 60 Gy, avec 20
mL de DMEM- Ham's F-12 medium (DMEM-F12), supplémenté avec 5% de SVF ; 5 mg/mL
d’insuline bovine ; 10 ng/mL d’EGF recombinant humain ; 0,4 mg/mL d’hydrocortisone et
1.10"1° M de toxine du choléra. Ce milieu de culture complet sera nommé DHc par la suite. Les
kératinocytes récoltés ici sont ceux ayant encore leur capacité de prolifération, ce sont donc des
cellules souches de la membrane basale de I’épiderme.

Les cellules de la lignée 3T3 sont des fibroblastes murins immortalisés. Ils servent de
cellules de soutien et de cellules nourriciéres aux kératinocytes. Ils sont cultivés de la méme
facon que les fibroblastes humains, a ceci pres que le nombre de passages importe peu pour ces
cellules immortalisées. Pour en limiter la prolifération quand ils sont co-cultivés avec des

cellules humaines, il est nécessaire de les irradier suivant un protocole de 60 Gy rad.

Les kératinocytes ne doivent pas dépasser 80% de confluence avant de pouvoir étre
congelés en SVF+10%DMSO, sans quoi ils peuvent commencer a se différencier et perdre leur
capacité de prolifération. Pour une culture optimale, 300 000 kératinocytes sont mis en cultures
avec 1,5.10° 3T3 irradiés en T75 avec 20 mL de DHc. En changeant de milieu tous les 2 jours,

les kératinocytes attendront 80% de confluence (leur confluence maximum) en 7 jours pour un
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total de 8.10° cellules récoltés a la fin de cette culture. Les kératinocytes ne sont pas entretenus
au-dela du 3° passage

2-1-4. Culture des cellules endothéliales

Les lamelles de dermes, fraichement séparées de I’épiderme, sont presséees a répétition
a I’aide du dos de pinces courbes, dans une boite de Petri. La pression appliquée sur les lamelles
de derme va faire sortir les vaisseaux (sanguins et lymphatiques) en dehors du derme. L extrait
de vaisseaux est lavé en DMEMCc et dissocié mécaniquement par des va-et-viens a la pipette et
I’équivalent de 10 cm?2 de peau est ensemencé dans un flacon de culture a bouchon microfiltré
de 25 cm? (T25), dont le fond a été préalablement enduit de gélatine (solution a 0,5% de
gélatine ; voir ci-dessous). Les cellules extraites sont cultivées avec 5 mL de milieu de culture
EBM-2, avec les suppléments de facteurs de croissances et de sérum fournis par le fabricant.
Apreés une nuit de culture, la T25 est rincée 3 fois avec du milieu de culture pour détacher un
maximum de fibroblastes contaminants. Ces derniers ont une vitesse de prolifération supérieure
aux cellules endothéliales dans le milieu de culture commercial EBM-2 enrichi en facteurs de
croissance. Le flacon est laissé en culture entre 7 et 14 jours avec 10 mL d’EBM-2, sans changer

le milieu de culture, le temps que les cellules proliferent suffisamment.

Une fois a confluence, les cellules endothéliales peuvent étre congelées en
SVF+10%DMSO, conservées en azote liquide (-196,15 °C) pour former des banques cellulaires
et étre réutilisées au besoin. Les cellules endothéliales ne peuvent pas adhérer directement sur
le polypropylene de culture, il est donc nécessaire de leur offrir un support de culture approprié
en recouvrant le plastique de culture avec de la gélatine. Ce recouvrement (« coating »), se fait
en incubant la surface a recouvrir toute la nuit a 4°C avec une solution de gélatine 0,5%
masse/volume dans de I’eau ultrapure. Pour une culture optimale, 375000 cellules
endothéliales sont ensemencées dans une T75 avec 10 mL d’EBM-2. En changeant le milieu
de culture tous les 2 jours, les cellules endothéliales seront a confluence en 7 jours pour un total
de 6.10° cellules récupéres par T75. Les cellules endothéliales ne sont pas conservées au-dela

du 6° passage.
2-1-5. Isolation des Monocytes a partir de sang humain

Pour I’UPR3572, les échantillons de sang proviennent de dons réalisés auprés de
I’Etablissement Francais du Sang (EFS). Ces échantillons ont été préalablement

112



Matériels et Méthodes

ultracentrifugés par I’EFS pour séparer le plasma, les érythrocytes et la partie contenant

plaquettes et leucocytes, qui se nomme Buffy Coat.

La separation des monocytes a partir de sang complet ou de Buffy coats repose sur 2
séparations successives par gradient de densité : la premiére au FICOLL afin d’isoler les
PBMC:s et la seconde au Percoll afin d’isoler les monocytes.

Dans un tube 50mL, contenant 15 mL de FICOLL a température ambiante (TA), 30mL
de Buffy Coat dilué au 1/2 dans du PBS ou de sang non dilué sont ajoutés progressivement.
Apres 20 minutes de centrifugation a 1200g, sans accélération ni décélération, 4 phases peuvent
étre distinguées : la phase contenant le plasma (avec ou sans PBS) au-dessus, I’anneau de
PBMC, le FICOLL, le culot de plaquettes et érythrocytes. L’anneau de PBMC est récupéré et
lavé en PBS 1X 3 fois. Les cellules sont comptées et reprises dans un mélange de
PBS+2%SVF+5mM EDTA (SE) a hauteur de 75 a 100.10° cellules par mL. Un échantillon de

PBMC est conservé pour I’analyse finale au cytometre en flux.

Le Percoll commercialisé doit préalablement étre rendu isotonique par ajout de PBS
10X au 1/10° avant d’étre dilué a 52% en PBS 1X. 6mL de cette solution isotonique de Percoll
52% sont répartis en tubes 15 mL, pour y déposer 3 mL de suspension cellulaire (entre 75 et
100.10° cellules/mL). Aprés une centrifugation de 20 minutes & 1200g sans accélération ni
décélération, 4 phases sont visibles : le SE au-dessus, I’anneau de monocytes, le Percoll 52%
et en dessous, le culot de PBMC restant. Les cellules sont lavées 3 fois en SE et peuvent étre
differenciées en MonoDCs, ou bien congelées en SVF+10%DMSO et conservées en azote
liquide. Avant utilisation ou congélation, un échantillon des monocytes est prélevé pour étre
analysé en cytométrie en flux afin de verifier la pureté de I’isolation. Une pureté inférieure a

80% ne sera pas conservée pour la différenciation.

3.10° monocytes fraichement purifiés ou décongelés sont placés dans 4mL de
RPMI1640 supplémenté 10%SVF, 5mL d’HEPES, 100 U/mL de Pénicilline, 25 ng/mL de
Gentamycine (nommeé ici RPMIc) + 200 ng/mL de GM-CSF et 10 ng/mL d’IL-4. Au jour +3,
les cellules n’adhérant pas au support de culture, 1mL de RPMIc supplémenté par 200 ng/mL
de GM-CSF et 10 ng/mL d’IL-4 est ajouté au volume total du milieu (5mL). Au jour +5 les
3.10° monocytes se sont différenciés en environ 10° DCs, majoritairement immatures. Le
phénotype des MonoDCs différenciées in vitro, qui conservent une faible expression de CD14
(CD14"") tout en exprimant CD1a, est différent des MonoDCs in vivo de la peau normale

humaine (Introduction, Partie 2-4-3). Le phénotype des MonoDCs in vitro est analysé en
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cytométrie en flux, ou seules sont utilisées, pour la suite des expériences, les différenciations
présentant 80% de cellules exprimant CDla, avec moins de 10% de cellules CD86"
spontanément matures (MonoDCs immatures : HLA-DR*, CD209*, CD14'"%, CD1a* et CD86

).

Pour controler la capacité des cellules a s’activer, les MonoDCs sont incubées 24h avec
100ng/mL de LPS en RPMIc. Leur phénotype est analysé en cytométrie en flux et comparé au
groupe non stimulé. Les MonoDCs activées par le LPS doivent a plus de 95% exprimer le
récepteur de costimulation CD86 (HLA-DR"" CD209*, CD1a*, CD86%, CD83").

Ce protocole de différenciation des monocytes en DCs a déja fait I’objets de publications
scientifiques [91, 568]. Ayant fait mon stage de Master dans I’équipe de Vincent Flacher a

I’lUPR3572, j’ai participé techniquement a I’élaboration d’une de ces publication (Annexe 9).

2-1-6. Technique dite du « Crawl-Out » pour |a récupération de cellules dendritiques a partir

de peau normale humaine.

Un explant de peau normale humaine, de 4cm? de surface et de 800pum d’épaisseur est
placé sur un filtre en nylon dans du RPMIc a 37°C pendant 4 jours. Le contexte pro-
inflammatoire de la lésion tissulaire entraine la migration d’une partie des cellules
immunitaires hors de la peau. Les surnageant sont récoltés, regroupés et leurs populations

cellulaires sont analysées par cytométrie en flux.

3 populations de DCs migrantes sont discriminées : les LCs (CD207*, CD1a*, CD14),
les DCs CD1a (CD207", CD1a*, CD14), et les DCs CD14 (CD207-, CDl1a’, CD14%).

2-1-7. Extraction et mise en culture des neurones sensoriels murins

Les neurones sensoriels d’origine murine sont extraits a partir de DRGs d’embryons de
souris BALB/c au stade E12.5.

Les souris gestantes sont sacrifiées au CO2 ou par élongation cervicale. Apres lavage de
I’abdomen a I’alcool, les embryons sont extraits par hystérectomie et placés en PBS ou milieu
L15 frais et stérile en boite de Petri. Sous une loupe binoculaire, la moelle épiniere, avec ses
DRGs de chaque c6té, est extraite de I’embryon par incision du dos. Les DRGs peuvent étre

détachés de la moelle épiniére a I’aide d’un scalpel. Les DRGs sont lavés en PBS ou L15 froid
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et placés dans 1mL de 60% de L15 ou RPMI et 40% de HBSS 1X avec 2 mg/mL de papaine.
Les DRGs sont digérés en bain marie a 37°C en agitation lente pendant 20 minutes. 10mL de
milieu de culture avec 0,5mL de DNAse sont ajoutés pour terminer la dissociation mécanique
des DRGs pendant 5 minutes. Les cellules sont lavées en DMEMCc et peuvent étre directement
utilisées en culture, pour le modéle 3D ou sur un support recouvert de 1ug/mL de Poly-D-
lysine, avec du milieu DMEMc supplémenté avec 10ng/mL de NGF. Les cellules extraites de

DRGs ne peuvent pas étre congelées pour une utilisation ultérieure.

2-1-8. Extraction et culture des cellules de Schwann murines a partir de nerf sciatique

Les nerfs sciatiques de souris BALB/c sont prélevés et placés dans 30mL de milieu L15
supplémenté avec 300U/mL de Pénicilline, 75 pg/mL de Gentamycine et 15ug/mL de
Fungizone, placés dans la glace. Les explants de nerfs sciatiques sont laves 10 fois dans le
méme milieu, toujours dans la glace. L épinévre est retiré a I’aide de pince, placée en DMEMc
et le nerf est coupé en trongons de 2 & 3mm, également placés en DMEMc. Les explants (nerfs
et épinévre) sont mis en culture en boite de Petri pendant 3 semaines avec du DMEMc. Le
« changement » de milieu consiste a un ajout de ImL de DMEMCc tous les 2 jours. Aprés 7 jours
de culture, les explants sont changés de boite de Petri. Le but est d’épuiser les explants en
fibroblastes, qui proliférent tout comme les précurseurs des cellules de Schwann. Les explants
sont digerés en DMEMc supplémenté en 1X d’HEPES ; 0,025g de collagénase IA (a 519U/mL
final) et 0,02659g de dispase Il pendant 4 heures a 37°C sous agitation lente et avec une
trituration mécanique a la pince toutes les heures. Les cellules sont lavées en DMEMCc puis
ensemencées en Flacons de culture préalablement recouvert de 1 pg/mL de Poly-D-lysine. Les
cellules récoltées de la digestion sont ensemencées a 50 000 cellules/cm? dans du DMEMc
supplémenté avec 1X de N2 (solution mére a 100X) ; 1X de B27 (solution mere a 100X) ; 10uM
de Forskoline ; 10ng/mL de Neureguline NRG1-b1/HRG1-bl EGF humaine et 50ug/mL
d’acide ascorbique. Le milieu est changé tous les 2-3 jours et une fois les cellules arrivées a
confluence, elles peuvent étre congelées dans du SVF+10%DMSO.

115



Matériels et Méthodes

2-1-9. Reprogrammation de cellules humaine pour I'obtention de cellules souches

pluripotentes induites

Les iPSCs (induced pluripotent stem cells) ont été obtenues a partir de fibroblastes ou
de PBMCs humain, reprogrammés en cellules pluripotentes par le virus de Sendai chargé des
facteurs de transcriptions Oct4, Sox2, KIf4 et Myc [569]. Les iPSCs sont générees, maintenues
en culture et caractérisées par la plateforme iIPSC Québec et se présentent sous forme de

colonies en boite de Petri.

2-1-10. Différenciation et culture des neurones sensoriels a partir de cellules souches humaines

pluripotentes induites

Le protocole de différenciation des iPSCs humaines en neurones sensoriels est une
adaptation et une optimisation du protocole preétabli par Maury Y. et collaborateurs en 2015

dans la revue Nature Biotechnology [5].

Les iPSCs sont dissociées pendant 5 minutes a 37°C avec 500uL de Stampro acutase
supplémenté avec 5uM de ROCK inhibiteur (Y-27632).

Au jour 0, les cellules sont ensemencées a hauteur de 300 000 par puits de plaque 12 puits (ou
850 000 par puits de plaque 6 puits, soit 90 000 cellules/cm?2) sur un support recouvert de
gélatine Geltrex. Pour recouvrir (coating) un support de Geltrex, ce dernier doit é&tre manipulé
froid (dans de la glace), dilué au 1/200° dans du DMEM-F12 vierge, a raison de 350pL par puit
de plaque 12 puits, et incubé 30 minutes a 37°C. Les puits sont rincés avec du DMEM-F12
vierge et gardes a 37°C avec du milieu de culture vierge le temps d’ensemencer les cellules.
Les cellules sont incubées avec du DMEM-F12 vierge + du milieu Neurobasal volume/volume,
le tout supplémenté avec 1X de N2 (solution mere a 100X); 1X de B27 (solution mere a 50X) ;
0,01mM de B-mercaptoethanol ; 50pug/mL d’acide ascorbique ; 5uM de ROCK inhibiteur (Y-
27632) ; 1% de L-alanyl-Lglutamine ; 1% de MEM acides aminés non essentiels ; 0,01% de
Trace elements A ; 0,01% de Trace elements B ; 0,01% de Trace elements C; 40uM de
SB431542 ; 0,2uM de LDN193189 ; 3uM de CHIR99021 ; 100 U/mL de Pénicilline et 25

ng/mL de Gentamycine. Ce milieu de culture est a préparer avant chaque changement quotidien.

Les cellules en différenciation sont proliférantes. En cas de confluence, I’étape de
dissociation et de remise en culture, toujours sur support recouvert de gélatine, sera répétée. La

confluence des cellules peut survenir aux jours 3, 5 et/ou 6 de la culture.
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Au jour 5, le méme milieu de culture est conservé pour un changement quotidien, mais cette
fois sans SB431542 et LDN193189.

Au jour 7, le méme milieu de culture est conservé pour un changement quotidien, mais cette
fois, sans CHIR99021. C’est le dernier jour ou il est possible de procéder a I’amplification des
cellules. Si ces dernieres sont a confluence ou sur le point de I’étre, I’étape de dissociation et

de remise en culture doit étre répetee.

Au jour 9, le méme milieu de culture est utilise, cette fois supplémenté avec 10uM de DAPT
(24-diamino-5-phenylthiazole) qui sera conservé dans le milieu de culture jusqu’au jour 13. Le
DAPT est un bloqueur de la voie des Notch3 et va empécher la prolifération cellulaire, étape

indispensable pour la différenciation des cellules en neurones.

Au jour 11, le B-mercaptoethanol ; le L-alanyl-Lglutamine ; les MEM acides aminés non
essentiels ; les Trace éléments A, B et C sont enlevés du milieu de culture, qui est également
supplémenté avec 20ng/mL de BDNG et 10ng/mL de GDNF. A cette étape, les neurones
immatures peuvent étre dissociés suivant le méme protocole qu’au jour 0. lls peuvent étre
utilisés dans le modéle 3D pour finir leurs différenciations ou étre congelés en solution
d’albumine bovine a 20% pH7,4 dans du PBS avec 10%DMSO.

Au jour 13, le DAPT est enlevé du milieu de culture, qui est alors supplémenté avec 10ng/mL
de NGF. Le milieu de culture complet pour cette derniere étape sera constitué de DMEM-F12
vierge + milieu Neurobasal 1 :1 (volume/volume), le tout supplémenté avec 1X de N2 ; 2% de
B27 ; 50ug/mL d’acide ascorbique ; 5uM de ROCK inhibiteur (Y-27632); 20ng/mL de
BDNG ; 10ng/mL de GDNF ; 10ng/mL de NGF ; 100 U/mL de Pénicilline et 25 ng/mL de

Gentamycine.

Ce milieu de culture sera conservé pour toutes les expériences réalisées sur les

monocultures de neurones sensoriels dérivés d’iPSCs humaines.

2-1-11. Différenciation et culture des cellules de Schwann différencies a partir d’'iPSCs humaines

Le protocole de différenciation des iPSCs humaines en cellules de Schwann est une
adaptation et une optimisation du protocole établi par Faroni A. et al. en 2013 [570].
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Au jour -1, les iPSCs sont dissociées pendant 5 minutes a 37°C avec 500uL de Stampro
accutase supplémenté avec 5uM de ROCK inhibiteur (Y-27632) et ensemencées a hauteur de
200 000 cellules/cm2 en milieu commercial mTeSR (STEMCELL Technologies).

Au jour 0, les cellules sont placées en milieu essentiel minimum (Minimum Essential Media,
MEM) supplémenté avec 1X de N2 ; 1 mM de B-mercaptoéthanol ; 5uM de Y-27632 ; 1% de
L-alanyl-L-glutamine ; 1% de MEM non-essential amino-acides ; 0,1% de Trace elements A ;

0,1% de trace elements B et 0,1% de Trace elements C.

Du jour 1 au jour 3, le milieu de culture est changé quotidiennement. Dés le jour 1 de culture,
le B-mercaptoéthanol est enlevé et les suppléments 1X de B27 sans vitamine A et 35ng/mL

d’acide rétinoique sont ajoutés au milieu.

Au jour 4, les cellules, qui doivent proliférer et étre proches de la confluence, sont dissociees
a la Strampro accutase et ensemencées sur un support de culture recouvert de 1pug/mL de Poly-
D-lysine. Elles sont ensemencées a 90 000 cellules/cm? (approximativement 6.10° cellules par
T75, pour 12mL de milieu de cultures) en milieu commerciale STEMdiff Appel supplémenté
avec 1X de N2 ; 1X de B27 sans vitamine A ; 5uM de Y-27632 ; 1% de L-alanyl-L-glutamine ;
1% de MEM non-essential amino-acides ; 0,1% de Trace elements A ; 0,1% de Trace elements
Bet 0,1% de Trace elements C; 5ng/mL de PDGF-bb; 10ng/mL de BFGF ; 14uM de
Forskoline et 192ng/mL de NRGL1. Le milieu de culture est changé quotidiennement jusqu’au
6° jour de culture.

Au jour 7, la méme composition de milieu est conservée mais le volume passe de 12mL par

T75 a 20 mL par T75 et le milieu peut ensuite étre changé tous les 2 jours jusqu’au jour 14.

Au jour 14, 5% de SVF est ajouté au milieu et ce dernier est changé quotidiennement jusqu’au

jour 17.

Au jour 17, les iPSCs ont terminé leurs differenciations en cellules de Schwann et peuvent
étre dissociées en trypsine 0,25% avec 5mM d’EDTA, congelées en SVF+10%DMSO ou
ensemenceées sur le modele 3D. Il est aussi possible de continuer la culture en milieu DMEM-
F12 supplémenté avec 10% SVF ; 5uM de Forskoline ; 50ng/mL de NRG1 ; 1X de N2 et 1%
de L-alanyl-L-glutamine. Les cellules de Schwann a ce stade sont des precurseurs a la vitesse

de prolifération lente.
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2-2.  Fabrication du support de culture tridimensionnel (3D)

Le support de culture 3D (scaffold) est composé d’une mixture de collagene bovin de
type I et 111 non glyque a 9ug/mL et du chitosan de type 11 a 2,5ug/mL dans du PBS avec 0,1%
d’acide acétique glaciale. 0,5mL de ce mélange est placé au fond d’un puit de plaque 12 puits,
avec un anneau de papier Whatman servant d’ancrage, puis lyophilisé. Le support résultant
posséde une épaisseur et une porosité légérement variables, relatifs au procédé de fabrication,

mais il aura toujours la méme surface de culture, soit 2,7 cmz.

La capacité du lyophilisateur est de 36 plaques au total. Le protocole se fera donc sur la
base de la capacité maximum de ce dernier, soit 36x12 puits, soit, pour un total de 432 supports
de cultures 3D, 432x0,5=216 mL. Afin d’avoir un mélange homogeéne, un volume total de

250mL sera réalisé, ou collagene et chitosan seront préparés separément.

2-2-1. Préparation de la solution de collagene bovin :

Pour un total de 250mL de mélange, 2,259 de collagéne bovin de type I et 111 non glyqué
est dissout dans 175mL d’eau ultrapure +0,1% d’acide acétique, préalablement chauffé a 37°C.
Le collagene est placé sous agitation en bain marie a 37°C. Il est important que la température
soit homogeéne et stable dans le temps, une variation de température au-dela de 40°C risque de
dénaturer le collagéne, tandis qu’une température en deca de 30°C va empécher la dissolution
compléte du collagene et donc la formation d’une solution homogeéne. Il faut minimum 1 heure
a 37°C en agitation apres une dissolution compléte du collagéne pour avoir une solution

homogeéne.

2-2-2. Préparation de la solution de chitosan

Pour un total de 250mL de mélange, 0,625g de chitosan est dissous dans 50mL d’eau
ultrapure +0,1% d’acide acétique sous agitation. Pour que la dissolution du chitosan soit
complete, 5 gouttes d’acide acétique glacial pur sont ajoutées a la solution sous agitation,

pendant 30 minutes a 1 heure.
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2-2-3. Préparation du support a culture 3D

La solution de chitosan et 25mL d’eau ultrapure sont ajoutées doucement a la solution
en agitation et a 37°C de collagene et laissée en agitation pendant 1h minimum pour une
homogénéisation compléte des deux solutions en un mélange transparent. 0,5mL du mélange
est placé au fond des puits de plaque 12 puits ou des anneaux de papier Whatman d’un diametre
extérieur de 22mm et intérieur de 18,45mm ont été préalablement placés. L anneau en papier
sert d’ancrage au support a culture 3D, formant une partie rigide pour la manipulation du
support. L’anneau en papier ayant un diamétre de 18,5mm, la surface de culture utilisable pour

la réalisation du modele de peau est d’environ 2,5cm2.

La lyophilisation du mélange au fond des puits est immédiate et se fait grace au systeme
FTS Dura-Top / Dura-Dry modele FD2085C0000. Une fois lyophilisé, le support de culture
prend un aspect blanc opaque et spongieux. Cette éponge de culture peut se conserver plusieurs

mois a température ambiante.

2-3. Création du modele de peau innervé vascularisé et immunocompétente par

génie tissulaire

Ce protocole présente la construction du modéle de peau dite « compléte », contenant
un derme, fait de fibroblastes (F), des pseudo-vaisseaux formés a partir de cellules endothéliales
(E), un épiderme stratifié compose de kératinocytes (K), une innervation sensorielle généree a
partir de neurones provenant de ganglions de la racine dorsale d’embryons murins (DRGS) ou
de neurones humains dérivés d’iPSCs, et enfin d’une immunocompétence composée de cellules
dendritiques dérivés de monocytes sanguins humains (MonoDCs). Ce modele complet est
abrégé F + E + K + DRGs (ou neurones-iPSCs) + MonoDCs, résumant ses différents

composants.

2-3-1. Formation du derme vascularisé (14 jours)

L’éponge de culture de collagéne-chitosan est stérilisée toute la nuit a 4°C dans de
I’éthanol ou de I’isopropanol a 70%. Un maximum d’alcool est enlevé et remplacé avec 4mL
par puits de DMEM vierge supplémenté avec 300U/mL de Pénicilline, 75 pg/mL de
Gentamycine et 15ug/mL de Fungizone. Les plaques sont incubées toute la nuit a 37°C. Le

120



Matériels et Méthodes

DMEM supplémenté en antibiotique et antifungique est enlevé et remplacé par du DMEM
vierge. Les plaques sont de nouveau placées a 37°C, au minimum pour une nuit, et maintenues

a 37°C avant I’ensemencement des cellules.

Au jour 0, 800 000 fibroblastes et 800 000 cellules endothéliales sont ensemencées a la surface
de I’éponge de collagene-chitosan dans 100uL de milieu de culture et incubées 2h a 37°C. Le
puits est complété avec 3mL de mélange volume/volume de EBM-2 / DMEMc +50ug/mL
d’acide ascorbique. Les cellules a ensemencer ne sont pas directement décongelées, elles
nécessitent une pré-amplification en flacon pendant une semaine avant I’ensemencement en
éponge. Le milieu de culture est changé tous les 2 a 3 jours. Le rouge de phénol présent dans le
milieu de culture va servir d’indicateur de prolifération, si ce dernier passe du rouge-orangé
(pH7,4 lorsque le milieu contient tous ses nutriments), a jaune (pH acide, lorsque les nutriments
du milieu ont été consommeées par les cellules), les éponges sont placées en plaques 6 puits pour

augmenter le volume de milieu de culture (4 ou 5mL).

Au jour 7, I’éponge est retournée et 450 000 fibroblastes et 450 000 cellules endothéliales sont
ensemenceées a la surface de I’éponge dans 100uL de milieu de culture et incubées 2h a 37°C.
Le milieu de culture est un mélange 1 :1 (volume/volume) de EBM2 et DMEMc, +50ug/mL
d’acide ascorbique, en quantité suffisante pour la taille du puits. Le milieu doit étre changé tous

les 2-3 jours. Le derme sera complet, vascularisé et homogéne a la fin de cette étape.

2-3-2. Formation de l'innervation (14 jours)

Au jour 14, etape d’ensemencement des neurones, I’éponge est maintenue en interface air-
liquide par un support circulaire en plastique sur lequel repose I’anneau d’ancrage en papier.
Le support circulaire est dentelé de fagcon a permettre un passage du milieu en dessous de
I’éponge. Cette étape se fait impérativement en plaque 6 puits et le volume de milieu de culture
est de 4mL.

Pour les neurones murins, 800 000 cellules extraites de DRGs murins au stade E12,5
sont ensemencées dans 100uL de milieu de culture au-dessus de I’éponge en interface air-
liquide, avec un milieu DMEMc supplémenté avec 50ug/mL d’acide ascorbique et 10ng/mL de

NGF. Le milieu de culture doit étre changé tous les 2-3 jours pendant 14 jours.
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Pour les neurones humains, 800 000 neurones dérivés d’iPSCs humain au stade Jour 11
sont ensemencés dans 100uL de milieu de culture au-dessus de I’éponge en interface air-liquide
avec un milieu DMEMCc supplémenté avec 50ug/mL d’acide ascorbique, 20ng/mL de BDNF,
10ng/mL de GDNF et 10ng/mL de NGF. Le milieu de culture doit étre changé tous les jours
pendant 7 jours puis tous les 2-3 jours pendant 7 jours.

2-3-3. Formation de I'immunocompétence (7 jours)

Au jour 28, I’éponge est retournée pour que les corps cellulaires des neurones soient face au

fond du support de culture, sans support air-liquide.

200 000 MonoDCs au stade J5, c’est-a-dire différenciées et caractérisées, sont ensemencées
dans 100puL de milieu de culture au-dessus de I’éponge et incubées 2h a 37°C, avant de rajouter
4 a 5mL de milieu de culture. La composition des suppléments du milieu de culture dépend des
neurones présents dans I’éponge. Si aucun neurone n’est présent a ce stade de I’éponge, le
milieu de culture sera du DMEMc supplémenté avec 50ug/mL d’acide ascorbique. Le

changement de milieu se fait tous les 2-3 jours.

2-3-4. Formation de I'épiderme (21 — 28 jours)

Au jour 35, 800 000 kératinocytes préamplifiés en flacon de culture et a 80% confluence sont
ensemencés au-dessus de I’éponge (prealablement débarrassee de son milieu de culture) dans
100uL de milieu de culture, incubé 2 a 3 heures a 37°C. Le milieu de culture a ajouter par la
suite (4 a 5 mL) est du DHc supplémenté avec 50ug/mL d’acide ascorbique. Les autres
suppléments a ajouter dépendent du type de neurones déja présent dans I’éponge (10 ng/mL de
NGF pour les neurones murins, 20ng/mL de BDNF, 10ng/mL de GDNF et 10ng/mL de NGF

pour les neurones humains). Le milieu est a changer tous les 2-3 jours pendant 7 jours.

Au jours 42, I’éponge est placée en interface air-liquide sur son support dentelé avec un volume
de 3,5mL de milieu. Cette étape permet la différenciation des kératinocytes pour la formation
des différentes couches de I’épiderme, grace au contact directe des cellules avec I’air, le dessus
de I’éponge ne devant plus étre humidifié a partir de cette étape. Le milieu de culture est
composé de DMEM-F12 supplémenté avec 5% de SVF, 5 mg/mL d’insuline bovin ; 0,4 mg/mL
d’hydrocortisone et 1.10°2° M de toxine du choléra (I’EGF ayant été enlevé par rapport au milieu

précedent). Les autres suppléments a ajouter dépendent du type de neurones déja présent dans
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I’éponge. Le milieu est changé tous les 2-3 jours jusqu’a formation de I’épiderme. Ce processus
peut prendre entre 14 et 21 jours, dépendamment de la compétence des kératinocytes a se

différencier.

123



Matériels et Méthodes

2-3-5. Peau normale humaine, innervée, vascularisé et immunocompétente (iV-ITES)
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Figure 22 : Schéma récapitulatif de la construction du modéle de peau complet, innervé,
vascularisé et immunocompétent.
Un total de 56 a 63 jours de culture 3D a partir du support sont nécessaire pour reconstruire,
par génie tissulaire, le modele de iV-ITES.
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2-4. Conditions de stimulation et modeles d’éponges utilisés

Dans le cadre de I'utilisation du modéle comme outil de prédiction du potentiel

sensibilisateur de molécules chimiques, 4 constructions d’éponges ont été utilisées :

- Modéle de peau avec un derme vascularisé et un épiderme stratifié : F + E + K

- Modele de peau immunocompétente : F + E + K + MonoDCs

- Modele de peau avec une innervation d’origine murine : F + E + K + DRGs

- Modeéle de peau complete, vascularisée, immunocompétente avec innervation d’origine
murine : F + E + K+ DRGs + MonoDCs

. Acide-DL- Sodium Dodecyl Ethyléne glycol
] Dinitrochlorobenzene . o7
Molécule (DNCB) Tartrique Sulfate diméthacrylate
(TA) (SDS) (EG)
Classification Sensibilisateur Non-Sensibilisant Irritant Sensibilisateur
Réponse Extréme Modéreé Faible Faible
LLNA
S n . Antiseptique, Fongicide, Monomére fonctionnel
Utll_lls_atlon ?g;gg!i po:ggﬂi?girl ilt?és antioxydant bactéricide, dans la fabrication de
allille C yP alimentaire (E334) détergeant polymeres
Doses 5 uM 30 uM 25puM 300pM  15pM 300 pM 100 pM 1 000 pM

Tableau 4 : Récapitulatif des sensibilisateurs, avec leurs doses, en application dans le
milieu de culture des modéles de peau.
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2-5.  Analyses

2-5-1. Phénotypage des monocytes, MonoDCs différenciés et activés et des DCs de la peau par

cytométrie en flux

Marquage par immunofluorescence directe des cellules pour I'analyse par cytométrie en flux.
Les monocytes extrais sont phénotypées par le marquage HLA-DR / CD14 / CD3, avec
le 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) comme marqueur de mortalité cellulaire. Les anticorps,
directement couplés aux fluorochromes (Matériel et méthode, Parti 1, Tableau 3), sont incubés
avec les cellules 20 minutes a 4°C et dilués en quantité optimale en solution
PBS+2%SVF+5mM EDTA (SE). Apres lavage, les culots de cellules sont repris en SE
contenant 1/100e de la solution stock de 7-AAD puis analysées au cytomeétre en flux.

Les MonoDCs difféerenciées sont phénotypées par le marquage HLA-DR / CD14 / CD86
/ CD2019/ CDl1a, et les MonoDCs activées pendant 24 sont phénotypés par le marquage HLA-
DR /CD83/CD86 / CD2019 / CD1a, tous deux avec le Fixable Viability Dye (FVD) eFluor™
450 ou 780 comme marqueur de mortalité cellulaire. Les cellules sont lavées en PBS et incubées
30 minutes a 4°C avec le marquer de mort. Apres lavage en SE, les anticorps, directement
couplés aux fluorochromes (Matériel et méthode, Parti 1, Tableau 3), sont dilués en quantité
optimale en solution SE et incubés avec les cellules 20 minutes a 4°C. Apres un lavage en SE,

les cellules sont analysées au cytométre en flux.

Les cellules dendritiques sortantes de la peau, par de la technique dite du « Crawl-Out »,
sont phénotypées par HLA-DR / CD207 (marqueur intracellulaire) / CD209 / CD14 / CD86
avec le FVD eFluor™ 450 ou 780 comme marqueur de mortalité cellulaire. Les cellules sont
lavées en PBS et incubées 30 minutes a 4°C avec le marquer de mort. Aprées lavage en SE, les
anticorps pour le marquage extracellulaire (HLA-DR, CD209, CD14 et CD86), directement
couplés aux fluorochromes (Matériel et méthode, Parti 1, Tableau 3), sont dilués en quantité
optimale en solution SE et incubés avec les cellules 20 minutes a 4°C. Les cellules sont
perméabilisées et fixées en suivant le protocole du kit de Fixation/Perméabilisation BD
Cytofix/Cytoperm™. Les anticorps pour le marquage extracellulaire (ici, uniquement CD207),
directement couplés aux fluorochromes (Matériel et méthode, Parti 1, Tableau 3), sont dilués
en quantité optimale dans le tampon BD Perm/Wash™ et incubés avec les cellules 20 minutes a

4°C. Apres lavage en solution SE, les cellules sont analysées par cytométrie en flux.

126



Matériels et Méthodes

Protocole d’analyse des populations cellulaires acquises par cytométrie en flux

Les données sont analysées pas le logiciel FlowJo®, dans sa version 7.6.5 et consiste en
I’isolation numérique de populations cellulaires par I’intermédiaire de nuages de points (Gating
strategy). Dans tous les cas, les cellules sont sélectionnées suivant leurs tailles et leurs
granulosités (FSC/SSC) et seules les cellules vivantes sont prises en compte dans I’analyse final

(négatives aux marqueurs 7-AAD ou FVD).

Le phénotypage des monocytes permets de conserver et utiliser uniquement les
extractions ayant permises d’obtenir plus de 80% de monocytes (CD14"), avec un minimum de
contaminant lymphocytaire (CD3") (Figure 23-A). Aprés différenciation en MonoDCs, le
phénotypages des cellules permet d’éliminer les extractions ou les monocytes ne peuvent pas
se différencier (CD209" et CD1a") a hauteur de 80%, avec moins de 10% de cellules de

MonoDCs spontanément matures (CD86%) (Figure 28-B).
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Figure 23 : Analyse de la purification et de la différenciation des monocytes en MonoDCs,
puis analyse du phénotype mature des MonoDCs

Enfin, le phénotypage aprés activation, sur la base des MonoDCs exprimant toujours

CD14a, permets de quantifier le pourcentage de cellules devenues matures en fonction de nos

conditions de stimulation (Figure 28-C).

Par la technique dite du « Crawl-Out », une partie des DCs matures de la peau se

retrouvent dans le milieu de culture, apres 4 jours d’incubation (Figure 24-A). Le phénotypage

des cellules obtenues, toujours en les discriminant suivant leurs tailles, leurs granulosités

(FSC/SSC) et en analysant uniquement les cellules vivantes (négatives au FVD), nous
discriminons 3 types de DCs différents, les LCs, les DCs CD14" et les DCs CD1a".
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Figure 24 : Analyse des populations de DCs obtenus par la technique du « Crawl-Out »
pour discriminer les LCs, les DCs CD14* et les DCs CD1a*
Les LCs sont observeées par leur expression de HLA-DR et de CD207. Les cellules exprimant
HLA-DR mais n’exprimant pas CD207 sont sélectionnées pour observer leur expression de

CD14 et discriminer les DCs CD14", exprimant faiblement CD209 et les DCs CDla",
exprimant CD209 (Figure 24B).

2-5-2. Quantification des cytokines par du milieu de culture pas technique ELISA

Kits ELISA utilisés :

- Quantification IL-12p70 : Human IL-12 (p70) ELISA Set, BD, Catalog N0.555183
- Quantification TNF-o : Human TNF ELISA Set, BD, Catalog N0.555212

Le protocole de réalisation des quantifications par technique ELISA provient du fournisseur

des Kits, BD Bioscience.
2-5-3. Protocole de marquages par immunofluorescence indirecte

Fixation et conservation des échantillons

Apreés la culture, les éponges et leur ancrage en papier sont fixés en Paraformaldéhyde
(PFA) 4%, 20 minutes a température ambiante ou 45 minutes a 4°C. Apres ringage en PBS 1X,
les échantillons sont partiellement déshydratés en Sucrose 30% masse/volume dans du PBS 1X.
L’incubation minimum est sur toute la nuit a 4°C, les échantillons peuvent étre conservés dans

le sucrose ou dans du PBS1X jusqu’a utilisation.

Les éponges utilisées pour réaliser des coupes transversales sont débarrassées de leur
encrage en papier, coupées en deux par leur milieu, et incluses dans le composant OCT (Optimal
cutting temperature compound) et conservées a -80°C. Les coupes transversales de 5pum a 30um
d’épaisseur, sont réalisées sur un cryostat Leica CM3050 S, de fagon a ce que I’épiderme et le

derme soient coupés en méme temps par la lame.
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Technique de marquage par immunofluorescence indirecte

Les éponges et coupes transversales sont perméabilisees et saturées entre 1 et 4 heures
(1 heure pour les coupes et jusqu’a 4h pour les éponges complétes) avec une solution de 2%
d’albumine de sérum bovin (bovine serum albumin, BSA), supplémenté avec 0,1% de
Triton100X dans du PBS1X, puis lavées en PBS 1X. Les anticorps primaires, a la dilution
optimale (autour de 100 et 200ng/mL) dans du PBS1X+BSA2% sont incubés toute la nuit a
4°C. Apres une série de lavages en PBS, les anticorps secondaires, a la dilution optimale (entre
0,5 et 2pg/mL, suivant les recommandations du fournisseur) dans du PBS1X+BSA2%, sont
incubés sur les échantillons entre 1 et 4 heures (entre 1 et 2 heures pour les coupes et jusqu’a

4h pour les éponges complétes) a température ambiante, a I’abri de la lumiere.

Un marquage de I’ADN (des noyaux des cellules, dans ce qui nous intéresse) au 4',6-
Diamidino-2-phenylindole (DAPI) peut étre fait en méme temps que I’anticorps secondaire a

0,5ug/mL ou 20 minutes a température ambiante, a I’abri de la lumiere a 5ug/mL, dans du PBS.

Aprés de multiples lavages en PBS, les échantillons sont inclus dans du milieu de
montage Fluoromount-G®. Les éponges complétes marquées par immunofluorescences
indirectes sont incluses entre deux lamelles de verres, pour permettre une orientation adéquate
au moment de I’observation au microscope. Une incubation de 24 a 48 heures, a température
ambiante et a I’abri de la lumiére, est nécessaire pour une polymérisation compléte du milieu

de montage.

Observation des échantillons marqués, acquisition et analyse des images

Les échantillons ont été observée au microscope Confocal LSM700 de chez Zeiss et les
images ont été acquises par le logiciel propriétaire logiciel ZEN 2010. Les images brutes a
I’extension .zvi ou .Ism ont été analysées par le logiciel libre de droit ImageJ dans sa version

ImageJ-2 Fiji.
2-5-4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été faites en utilisant une analyse de la variance a un facteur
(one-way ANOVA), corrigees par un test du comparaison multiple (test post-hoc) Bonferroni
avec un risque d’erreur a=0,05. Les résultats de comparaisons sont considérés comme
significatifs quand le calcul de la p-valeur observée est inférieure au risque a. Les résultats sont
exprimeés en moyennes + leurs écart-types centrés sur la moyenne (standard error of the mean,
SEM).
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1- Effets de la substance P et du CGRP sur les MonoDCs.

1-1. Les MonoDCs expriment NK1R et RAMP1

Avant méme de déterminer si les neuropeptides ont un impact sur les MonoDCs, il est
nécessaire de savoir si ces cellules expriment les récepteurs adéquats. La littérature a
uniquement statué sur I’expression de NK1R par les monocytes humains et I’expression de
CLR/RAMPL par des MonoDCs.

Les MonoDCs immatures CDla* (phénotype majoritaire recherché lors de la
différenciation des monocytes sanguins humains) ont montré une expression claire du récepteur
NK1R (Figure 24 a,b,c). Suite a I’activation de NK1R par la SP, le récepteur peut s’internaliser
pour degrader la SP (désensibilisation) ou étre lui-méme dégrade. Jusqu’a présent, I’effet des
neuropeptides a été observé sur des cellules immatures ou sur des cellules résidentes de la peau
et non sur des cellules matures. La persistance de I’expression du récepteur en fonction de

I’activation, sur cellules humaines n’a pas éte évaluée par la littérature.
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Figure 25 : Observation au microscope confocal d’immunofluorescence de MonoDCs.

Apreés 5 jours de différenciation a partir de monocytes, les MonoDCs ont été placées pendant
24h dans les conditions non-stimulées (NS, a,b,c), stimulées avec 100ng/mL de
lipopolysaccharide (LPS, d,e,f), stimulées avec 5ug/mL (3,7.10°M) de Substance P (SP, g, h,
i) ou stimulées avec le LPS et la SP (j, k, I). Toutes les MonoDCs CD1a" expriment le récepteur
NK1R, quel que soit leur etat d’activation.

Barre d’échelle : 20um

LPS
100 mg/ml

3P
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sP

LPS

Par immunofluorescence et observation en microscopie confocale, les MonoDCs ont
conservé leur expression de NK1R en cas d’activation par 100ng/mL LPS (Figure 24 d,e,f), en
cas de stimulation du récepteur par 5ug/mL (3,7.10°M) SP (Figure 24 g,h,i) ou en cas
d’activation par le LPS et la SP (Figure 24 j k).
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Cette observation a uniquement pu étre effectuée en immunofluorescence et les
tentatives pour reproduire I’expérience en cytométrie en flux n’ont pas abouti. Passer par la
cytométrie en flux aurait permis de quantifier une éventuelle modulation de I’expression
extracellulaire de NK1R en fonction de I’activation des MonoDCs. Enfin, les MonoDCs,
quelque soit le stade d’activation, ont montré une coexpression de RAMP1 avec NK1R (Figure
supplémentaire 1).

1-2. L’activation directe des neuropeptides sur les MonoDCs influence leur phénotype

active.

Chez la souris, I’activation de NK1R augmente son expression par des DCs dérivées de
cellules souches de moelle osseuse [428, 555]. Cependant aucune donnée similaire n’a été
présentée avec des DCs humaines. L’observation de I’activation des MonoDCs se fait par
cytométrie en flux, a la suite de 24h de culture post-différenciation. La surexpression de HLA-
DR et I’expression de CD86 par la méme population de cellules traduit un phénotype activé
(HLA-DR"9-CD86") et I’expression de CD86 et de CD83 pour une méme population de
cellules traduit un phénotype fortement activé (CD86" CD83"). Sans activation, les MonoDCs
présentent toujours une population s’activant spontanément, de I’ordre de 8% de HLA-DRM9"
CD86". Avec 100ng/mL de LPS pendant 24h, la population activée est de 99% de HLA-DRM9"
CD86". Afin d’observer une éventuelle modulation de CD86 en fonction de I’activation des
MonoDCs par les neuropeptides, des doses intermédiaires de 0,01 ; 0,1 ; 1 et 10ng/mL de LPS
ont éte choisies.

Quelle que soit la concentration en LPS, la SP et le CGRP, séparément ou ensemble,
n’ont pas modulé les taux de populations de MonoDCs HLA-DR"" CD86" activées (Figure
25, A) ou CD86" CD83" fortement activées (Figure 25, B) par rapport au contréle sans
neuropeptides. Une stimulation unique, pendant 24h, de neuropeptides n’a donc pas eu
d’influence sur ces marqueurs de la maturation. Il s’agit bien d’une application unique de
neuropeptides, les concentrations de SP et CGRP subsistant dans le milieu de culture apres
activation n’ayant pas été evaluées. Dans le cadre d’une activation de DCs cutanées par des
neurones nocicepteurs, I’activation des neuropeptides se fait de fagon continue, contrairement

au protocole expérimental présenté ici.
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Figure 26 :

(A et B) Analyse par cytométrie en flux de I’activation des MonoDCs aprés 24h de
d’activation, avec ou sans stimulation de SP et CGRP. (C et D) Quantification par ELISA de
la concentration des surnageants de MonoDCs avec ou sans stimulation SP et CGRP.

Analyse statistique sur n =6, ANOVA avec comparaison multiple Bonferroni *** p = 0,0004 ;
**p =0,0018 ; * p = 0,0117.

La capacité des MonoDCs a exprimer des molécules de costimulation comme CD86 ou
CD83 n’est pas la seule caractéristique phénotypique caractérisant leur maturation. La sécrétion
de cytokines par les DCs fait partie du signal 11l permettant la différenciation des LT et
influence donc I’orientation de la réponse adaptative. Nous avons quantifié la sécrétion de TNF-
a et d’TL-12p70 par analyse ELISA des surnageants des MonoDCs, aprés 24h dans les mémes

conditions de stimulation que pour I’analyse de I’activation par cytométrie en flux. Pour la plus
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forte dose de LPS (100ng/mL), la SP et le CGRP ont diminué de fagon significative la sécrétion
de TNF-a (Figure 25, C) et augmentent la sécrétion d’IL-12p70 (Figure 25, D) par les
MonoDCs activees. La prochaine étape pour déterminer si cette variation de phénotype a un
impact sur I’orientation des Tw sera de mettre des LT CD4" naifs en présence de MonoDCs

stimulées par des neuropeptides.

1-3. L’activation ou I'inhibition des récepteurs aux neuropeptides n’intervient pas
dans la migration des différentes populations de DCs de la peau normale

humaine.

Nos résultats in vitro ont montré que les neuropeptides ont une influence sur la sécrétion
des cytokines par les MonoDCs activées. Dans un contexte pro-inflammatoire, une des
caractéristiques essentielles des DCs est leur capacité a migrer hors de leur tissu de résidence
pour jouer leur réle de CPA dans les ganglions lymphatiques. La migration des DCs dans un
contexte pro-inflammatoire est induite spontanément dans le modele de culture ex vivo dit
« Crawl-Out ». Un explant de 4cm?2 de d’épiderme et de derme supérieur d’épaisseur homogeéne
(800um) est placé a la surface de milieu de culture pendant 4 jours. A la fin de ces 4 jours, des
dDCs et des LCs auront migré hors de la peau et pourront étre récoltées dans le milieu de
culture. Les différentes populations de DCs sortant, a savoir les LCs, les dDCs CD14" et les
dDCs CD1a" sont quantifiées en cytométrie en flux. La substance P et le CGRP ont été ajoutés,
en une seule application, au moment de la mise en culture. L ajout de ces neuropeptides n’a pas
modifié la proportion des populations sortant des explants de peau, par rapport au contrdle sans
neuropeptides ajoutes (Figure 26, A).
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Figure 27 :

Analyse par cytométrie en flux des différentes populations de DCs sortant d’explants de peau
normale humaine apres 4 jours de culture. Trois populations de DCs sortant de la peau humaine
sont identifiées, les LCs, les dDCs CD14" et les dDCs CD1a*. (A) L’ajout de 5pg/mL substance
P et de 5pg/mL de CGRP ne change pas la proportion de ces populations migrantes. (B) Le
méme résultat est observé en cas d’inhibition de NK1R par L-733,060 (L-733; 0,5 ng/mL) ou
inhibition de CLR/RAMPL1 par BIBN 4096 (BIBN ; 0,1 ng/mL). n=4, résultats non-significatifs
aprés analyse ANOVA.

Le processus opératoire a I’origine des échantillons de peau humaine sépare les
terminaisons nerveuses de leur corps cellulaire. Les terminaisons mortes dans la peau ne vont
plus pouvoir maintenir leur équilibre ionique, entrainant une exocytose des vesicules contenant
les neuropeptides. Ainsi, il est possible que I’ajout de neuropeptides au milieu de culture ne soit
pas nécessaire ou ait un effet négligeable parce que les cellules immunitaires ont déja été
exposées aux neuropeptides. Cependant I’ajout d’un antagoniste a NK1R, le L-733,060 ou d’un
antagoniste a CLR/RAMP1, le BIBN 4096, n’ont pas changé la proportion des populations de
DCs sortant de I’explant (Figure 26, B).
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Le dosage de SP ou de CGRP a la fin du Crawl-Out permettrait de valider I’hypothése
selon laquelle les DCs sont déja activés par les neuropeptides avant la mise en culture. De plus,
un seul type d’antagoniste a eté utilisé et dans une seule dose, en suivant les recommandations
du fournisseur. Une expérimentation dose-réponse permettrait de valider I’efficacité des
antagonistes. Enfin, nous ne sommes pas parvenus a observer, par immunofluorescence, de
marquages spécifiques de I’innervation de la peau normale humaine, avant ou apres le Crawl-

Out, renforcant I’hypothése de la mort des neurones.

1-4.  Conclusion de I'impact des neuropeptides sur les DCs humaines

Deux modeles ont été utilisés pour évaluer I’impact des neuropeptides sur les DCs
humaines : un modéle in vitro en monoculture pour évaluer I’activation des cellules, et un
modele ex vivo d’explant de peau normale humaine pour évaluer le potentiel migratoire des
DCs.

Des LCs dérivées de monocytes sanguins humains, dont le phénotype et la fonction
différent des MonoDCs « classiques », pourraient étre utilisées, complétant ainsi le protocole
in vitro. De plus, la secrétion de seulement deux cytokines a été quantifiee. Pour évaluer
I’impact des neuropeptides sur I’orientation du phénotype mature des MonoDCs, il serait
intéressant d’évaluer la sécrétion de I’IL-10 et de I’IL-23, déja étudiés in vivo chez la souris, ou
encore I’IL-1pB et I’IL-6, connus pour indure une orientation Twl, et enfin I’IL-1a et I’'TL-33,

connus pour indure une orientation TH2.

Ces mémes analyses de cytokines pourraient étre pratiquées sur le modele ex vivo, pour
savoir si ce modele, dont la culture entraine une inflammation difficilement contrélable, est le
plus adapté pour évaluer I’impact des neuropeptides sur la capacité de migration des DCs, et
ainsi d’effectuer une comparaison avec un modele tel que celui que nous avons mis au point,

ou les terminaisons nerveuses ne sont pas dissociées de leur corps cellulaire.

Enfin, le LPS, agoniste du TLR4, est le seul déclencheur de maturation des MonoDCs
gue nous avons testé au cours de cette série d’expériences. Pour compléter I’analyse,
I’utilisation de molécules liant d’autres PRRs, comme le R848 (pour TLR7 et TLR8), pourraient
étre comparées au LPS. Les molécules sensibilisatrices, utilisées dans le modele de peau
complet (Matériel et Méthode, Partie 2-4 et Resultats, Partie 2-4) pourraient également étre

utilisées sur les MonoDCs, avec ou sans neuropeptides.
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2- Construction d’'un modele de peau innervé par des neurones murins
et immunocompétente pour I'étude de I'inflammation

neurogénique.

La construction du modéle de peau innervée, vascularisée, immunocompétente et avec
un épiderme stratifié repose sur la collaboration entre I’'UPR3572 et le LOEX. La technique de
différenciation des monocytes sanguins humains en DCs et les méthodes d’analyses
immunologiques ont été établies a I’UPR3572 et le LOEX possede déja un modéle innervé et

vascularisé avec un épiderme stratifié.
2-1. Introduction des DCs dans le modeéle de peau

La premiéere étape a consisté a déterminer si le modele de peau établi au LOEX permet
I’incorporation de MonoDCs et le maintien de leur phénotype immature. Le protocole
d’ensemencement du LOEX repose sur I’ensemencement successif dans la matrice de collagéne
de 800 000 cellules endothéliales, épidermiques, nerveuses ou fibroblastiques, pour une surface
de culture de 2,7cm2. Les DCs de la peau normale humaine ne constituent pas la population
majoritaire du derme ou de I’épiderme. Ensemencer les MonoDCs dans la méme proportion
que les autres populations cellulaires ne refléteraient pas la physionomie de la peau normale

humaine.
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Figure 28 :

Immunofluorescence de derme reconstruit contenant des fibroblastes, des cellules endothéliales
(CD31+), et 200 000 MonoDCs (HLA-DR+) aprés 23 jours de culture. L observation est
réalisée par microscopie confocale a la surface du derme (a,b,c) ou sur une coupe transversale
du derme (d,e,f). Barre d’échelle = 100um.

Plusieurs quantités de MonoDCs ont été testées (50 000, 100 000 ou 200 000 cellules
par éponges, pour 2,7cm? de surface de culture approximative). L’ensemencement des
MonoDCs a d’abord été expérimenté sur un modéle de derme avec ou sans pseudovaisseaux,
dans I’hypothese que la présence des cellules endothéliales pouvait influer la stabilité des
MonoDCs. Au terme de 23 jours de cultures (14 jours pour la formation du derme +7 jours
aprées ensemencement de 200 000 MonoDCs), les MonoDCs (HLA-DR*) ont bien été détectées
dans le derme et se sont réparties de facon homogeéne, a proximité des pseudovaisseaux formés
par les cellules endothéliales (CD31"). Cette répartition a été observée depuis la surface du

derme (Figure 27, a,b,c) ou au travers d’une coupe transversale du derme (Figure 27, d,e,f).

Cette premiere observation nous a permis d’évaluer la répartition des MonoDCs en

fonction de leurs ensemencements ou de la présence de cellules endothéliales. En se basant
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uniquement sur des coupes transversales, il semblerait que I’absence de cellules endothéliales
impacte grandement la persistance des MonoDCs dans le derme. Ce phénomeéne est nettement
visible pour 200 000 MonoDCs ensemences (Annexe 2, d et h). En revanche, avec une
observation de la surface du derme, la différence entre le nombre de MonoDCs ensemencées,
avec ou sans cellules endothéliales, n’est pas aussi claire (Annexe 3). L observation de coupes
transversales a pu étre biaisée par le plan de coupe et ne pas refléter correctement la répartition
des MonoDCs dans le derme. De plus, a cause de I’épaisseur du derme et méme avec une
acquisition en microscopie confocale, I'immunofluorescence est limitée pour réaliser une
analyse quantitative. 1l serait préférable de réaliser une digestion totale du derme et de quantifier
les populations cellulaires présentes par cytométrie en flux pour conclure sur I’utilité des

cellules endothéliales dans la persistance des MonoDCs dans le modeéle.

Au fur et a mesure des répétitions de cette expérience, la condition avec 200 000
MonoDCs présente la meilleure homogénéité de répartition des cellules en coupe transversale.

C’est donc cette condition qui a été conservée pour la suite du développement du modéle.

2-2. Etude du comportement des MonoDCs dans le modéle de peau en cas

d’activation

Pour rendre les MonoDCs utilisables dans I’analyse de I’interaction neuro-immunitaire
cutanée, il est nécessaire de s’assurer que ces cellules restent immatures en absence de
stimulation, acquiérent un phénotype mature en cas d’activation, et puissent migrer hors du
modéle. Des expériences préliminaires ont été réalisées dans un modele de peau complet mais

sans innervation, stimulé ou non avec du LPS.

2-2-1. Phénotype des MonoDCs dans le modéle de peau

Pour se rapprocher de la caractérisation phénotypique des MonoDCs réalisée en
cytometrie en flux, I’observation de la maturation des cellules in situ a été faite dans un premier
temps par un marquage du CD86. Des MonoDCs en monoculture ont également été stimulées
avec du LPS pour servir de contréle aux modeles de peau. Pour éviter tout phénomeéne de
dilution, la concentration du LPS utilisée pour stimuler les modeles de peau a éte

volontairement dix fois plus élevee que celle utilisée sur les MonoDCs en monoculture. En
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effet, les MonoDCs présentes dans les modéles de peau sont entourées de nombreuses autres

cellules susceptibles de capturer le LPS.

A

~ coms | HLADR Merge+DAPI
MonoDCs
NS
MonoDCs
LPS
100 ngiml

~ coss . HLADR Morge+DAPI

F+E+K+
ManoDCs

N3
F+E+K+
MonoDCs

LPS
1 paglmL

Figure 29 :

Observation par immunofluorescence de I’expression de CD86 sur MonoDCs (HLA-DR") en
monoculture (A) ou intégrées dans le modele de peau reconstruit comprenant des fibroblastes,
des cellules endothéliales et des kératinocytes (B). Conditions testées : cellules non stimulées
(NS) ou stimulées au LPS (24h, 100ng/mL pour les MonoDCs en monoculture ou 1pug/mL dans
le modeéle de peau). Barre d’échelle = 50pum
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Cependant, I’observation de I’expression de CD86, en fonction des conditions de
stimulation, n’a pas été concluante en immunofluorescence. Le marquage CD86 était
omniprésent sur les MonoDCs (HLA-DR™) en monoculture, quelque soit I’état d’activation
(Figure 28, A). De plus, I’expression de CD86 n’était pas détectable sur les MonoDCs dans le
modele de peau (Figure 28, B). Plusieurs anticorps (monoclonaux et polyclonaux) anti-CD86,
provenant de plusieurs espéces différentes ont été testés sans succes sur les MonoDCs en

monocultures ou dans les modeles de peau.

Une alternative a I’analyse de I’expression de marqueurs d’activation membranaires tels
que CD86 a été mise au point. L’emplacement des facteurs de transcription dans les
compartiments de la cellule représente en effet fidelement I’état de maturation des MonoDCs.
Le facteur de transcription ATF-3 est un marqueur d’activation tardif, utilisé in vitro et in vivo
pour observer I’activation des neurones dans les DRGs murins [571], et se trouve également
impliqué dans la maturation des DCs. En cas d’activation de la cellule, ATF-3 va étre
phosphorylé et va entrer dans le noyau pour permettre la régulation de I’expression de ses genes
cibles. C’est cette translocation d’ATF-3 du cytoplasme au noyau que nous avons cherché a

observer, par immunofluorescence, au cours de la maturation des MonoDCs en monoculture.
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Figure 30 :

Observation par immunofluorescence de la translocation nucléaire d’ATF3 sur MonoDCs
(HLA-DR) en monoculture (A) ou intégrées dans le modele de peau reconstruit comprenant
des fibroblastes, des cellules endothéliales et des kératinocytes (B). La stimulation au LPS se
fait pendant 24h, avec 100ng/mL de LPS pour les MonoDCs en monoculture et 1ug/mL dans
le modele de peau. Barre d’échelle = 25um

144



Résulats

Il est possible d’observer une plus forte concentration d’ATF-3 au niveau du noyau des
MonoDCs (HLA-DR*) activées par le LPS, par rapport aux MonoDCs non stimulées (NS)
(Figure 29, A). La translocation d’ATF-3, consecutive a la maturation des MonoDCs,
représente donc un moyen prometteur pour observer [I’activation des cellules en
immunofluorescence. En revanche, nous ne sommes pas parvenus a observer ATF-3 lorsque
les MonoDCs se trouvent dans le modéle de peau, que ce soit dans le cytoplasme ou dans le
noyau des cellules, avec ou sans activation (Figure 29, B). Il est possible que le bruit de fond
généré par le derme et le collagéne rendent cette observation plus difficile dans un modele peau
reconstruite. Les facteurs de transcription de la famille du NF-kB pourraient également étre

détectés dans ce type d’approche.

De plus, les marqueurs habituellement utilisés en cytométrie en flux pour caractériser
les MonoDCs, (comme CD1a ou CD14) ne fonctionnent pas en immunofluorescence sur les
modeles de peau. Afin de pouvoir caractériser les MonoDCs ayant passé plusieurs semaines au
sein du modele de peau, il est nécessaire de les dissocier du modele a la fin de la culture. Le
derme reconstruit, dissocié mécaniquement de I’épiderme, a été digéré par le méme procédé
que celui que nous avons utilisé sur les dermes de peau normale humaine pour extraire les
fibroblastes, c’est-a-dire par la collagénase H (Matériel et méthodes, Partie 2-1-2). Cette
méthode a été choisie parce qu’elle ne repose pas sur I’utilisation de trypsine ou de dispase, ces
enzymes pouvant cliver les molécules de surface caractéristiques des DCs. Cependant, lors de
nos deux tentatives, les cellules du derme digéré ressortaient majoritairement positives au
marqueur de mort (Fixable Viability Dye eFluor-450) et aucune MonoDCs n’a été détectée dans
la population de cellules vivantes (donnees non présentées). Le protocole de digestion du derme
reconstruit n’est donc pas au point et devra étre optimisé. Il est également possible que les
cellules ne soient pas mortes mais qu’elles ne soient pas détectables avec nos protocoles

d’analyses habituels, a cause d’un possible changement morphologie induits pas la culture 3D.

Ces expériences ont néanmoins montré que les MonoDCs étaient toujours présentes
dans le modeéle de peau, méme apreés formation de I’épiderme, ce qui représente un total de 28
jours de culture (Matériel et méthodes, parties 2-3-4 et 2-3-5) aprés la différenciation des
monocytes en DCs. Cette observation est importante, puisqu’il aurait été inutile d’envisager de
mettre les MonoDCs dans un modele de peau contenant une innervation, si les cellules

immunitaires ne pouvaient pas supporter de longs temps de cultures.
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2-2-2. Migration des MonoDCs

La migration des MonoDCs hors du modele de peau, au moment de I’activation,
représente a la fois une caractérisation fonctionnelle et une alternative pour obtenir une
suspension cellulaire analysable par cytométrie en flux. Cependant, des activations au LPS de
24h ou 48h n’ont pas entrainé de sorties de cellules hors du modele de peau. Il est possible que
la présence de pseudo-vaisseaux dans le derme nuise a la sortie des cellules hors du modele. En
effet, dans la peau normale humaine, les cellules endothéliales de vaisseaux lymphatiques
sécretent des facteurs chimiotactiques en cas d’inflammation, comme le CCL21, pour recruter
les CPA activées et les faire entrer dans la circulation lymphatique (Introduction, Partie 2-4-2)
[208]. En culture ex vivo, ce recrutement vers les vaisseaux conduit les cellules vers le
surnageant, ce qui n’est probablement pas possible avec les pseudo-vaisseaux qui se forment
dans notre modele. De plus, le milieu de culture nécessaire a la stratification de I’épiderme et
au maintien du modéle en culture & la fin de cette stratification contient de I’hydrocortisone, un
glucocorticoide anti-inflammatoire, empéchant peut-étre la maturation des DCs humaines in
situ [572, 573].

Nous avons cependant tenté d’ajouter du CCL21 au milieu de culture pendant
I’activation des modeles de peau afin de permettre aux MonoDCs d’étre guidées hors du
modele. Les modéles de peau ont été stimulés avec 1ug/mL de LPS et 250ug/mL de CCL21,
en milieu de culture avec ou sans hydrocortisone (Annexe 4-A). Pour se rapprocher du modele
de migration des DCs de la peau normale humaine (Crawl-Out), les peaux reconstruites ont été
stimulées ainsi pendant 72h, avant de récolter et centrifuger le surnageant de culture a la
recherche de cellules émigrantes. Des culots cellulaires ont été détectés seulement dans les
conditions de stimulation ou le milieu de culture ne contenait pas d’hydrocortisone. Parmi ces
conditions, seules les conditions LPS et LPS+CCL21 ont permis I’observation de cellules en
immunofluorescence (Annexe 4-B). Il semblerait que ces cellules soient des MonoDCs,
exprimant du CD14 et le HLA-DR.

146



Résulats

A Hydroconisone

LPS
1 pgimil

CoL
250 np'mk

LPS

CoL

Figure 31:
Observation par immunofluorescence de la morphologie des éponges stimulées avec ou sans

hydrocortisone, pendant 24h. La morphologie du derme (A) observée par la présence des
cellules endothéliales (CD31) et des MonoDCs (HLA-DR), ne varie pas en fonction des
conditions de stimulation. 1l en va de méme pour les structures de I’épiderme (B), observées
par I’expression de Kératine 14 (K14) et intégrine-a6. Barre d’échelle = 50um

Cette expérience n’a pu étre réalisée qu’a deux reprises, avec les mémes observations a
chaque fois. Elle nécessite donc d’étre répétée pour statuer sur le phénotype des cellules
sortantes. De plus, I’observation microscopique a permis de mettre en évidence des cellules
pouvant correspondre & des MonoDCs mais I’immunofluorescence n’est pas la technique la
plus adaptée pour réaliser une phénotypage complet. Il sera nécessaire de stimuler plusieurs
éponges avec les mémes conditions expérimentales pour obtenir le plus de cellules possibles

dans les culots cellulaires et analyser les cellules migrantes par cytométrie en flux.
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Cependant, I’observation des modéles de peau en immunofluorescence n’a démontré de
différence dans la structure du derme (Figure 30A) ou de I’épiderme (Figure 30B) en présence
ou en absence d’hydrocortisone. Si I’hydrocortisone est indispensable a la stratification de
I’épiderme, une fois ce dernier formé, il n’est pas altéré en I’en privant le temps d’une

stimulation de 24h.

2-3. Llastratification de |'épiderme du modele de peau reconstruite reproduit celle de

la peau normale humaine.

Notre coculture 3D, contenant une pseudo-vascularisation, une innervation et une
immunocompétence, doit également disposer d’un épiderme correctement organisé pour étre
qualifié de modeéle de peau. Cette stratification a été analysée par le marquage des différentes
filaments intermédiaires et molécules d’adhésions exprimés par les kératinocytes au fur et a

mesure de leurs différenciations (Introduction, Partie 1-2. L’épiderme).

L’épiderme du modéle de peau complet contenant des fibroblastes (F), cellules
endothéliales (E), des keératinocytes (K), des neurones sensoriels murins (DRG) et des
MonoDCs (Eponge F+E+K+DRGs+MonoDCs) a été comparé & I’épiderme d’une peau
normale humaine. Les marquages de la molécule d’adhésion intégrine-a6, spécifique de la lame
basale, et de la filaggrine, spécifique de la couche cornée, n’ont pas mis en évidence de
différence entre les épidermes du modele reconstruit et I’épiderme de la peau normale humaine
(Figure 31, A). L’expression du filament intermédiaire, K10 (Kératine 10), caractéristique de
la couche granuleuse et épineuse, a été trouvé au niveau des mémes couches cellulaires dans

les épidermes du modele et de la peau normale humaine (Figure 31, B).
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Figure 32 :

Immunofluorescences de coupes transversales de peau normale humaine et de modéle d’éponge
complet contenant des fibroblastes (F), cellules endothéliales (E), des kératinocytes (K), des
neurones sensoriels murins (DRG) et des MonoDCs. L’épiderme de la peau normale humaine
et du modele ont été comparés suivant I’expression d’intégrine a6, spécifique de lame basale et
de filaggrine, spécifique de la couche cornée (A), mais également en fonction de la kératine 14,
specifique de la couche basale et de la Keratine 10, spécifique de la couche granuleuse et
épineuse (B). Barre d’échelle = 100um
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Nous avons bien pu identifier un marquage du filament intermédiaire K14 dans la
couche basale de I’épiderme reconstruit, comme observé dans I’immunofluorescence de la peau
normale humaine. En revanche, dans I’épiderme du modeéle reconstruit, I’expression de K14 a
été detectée dans les couches supérieures de I’épiderme (Figure 31, B). Il est possible que la
différenciation des kératinocytes du modele de peau reconstruite ne soit pas compléte, méme

s’ils expriment les marqueurs adéquats des couches supérieures.

Cette expression caractéristique de K14 dans le modéle a été retrouvée dans des
constructions dont le derme contenait uniquement des fibroblastes. Cette différenciation
incompléte peut dépendre du manque de stimulation mécanique des kératinocytes, ou bien du
support de culture lui-méme, soit I’éponge de collagéne/chitosan. En effet, cette expression
atypique de K14 n’est pas observée sur des modeles d’épiderme stratifié mis au point par
d’autres équipes du LOEX [574, 575], qui travaillent principalement avec un derme généré par
autoassemblage de feuillets de fibroblastes.

2-4.  Activation du modéle de peau complet par des molécules sensibilisatrices

Aprés avoir observé la persistance des MonoDCs dans le modele tout au long de la
culture et caractérisé I’épiderme, la prochaine étape a consisté a réunir innervation et
immunocompétence pour évaluer la capacité du modéle a s’activer sous I’influence de

molécules sensibilisatrices.
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Figure 33:

Caractérisation par immuno-
fluorescence du modele de
peau compléte, a partir de
I’observation d’une coupe
transversale et de I’observation
par dessous du derme. Le
modele de peau complet
comprend un épiderme fait de
kératinocytes différenciés
(Kératine 14), une pseudo-
vascularisation faite de cellules
endothéliales (CD31), un
derme, dont I’immuno-
compétence est assurée par des
MonoDCs (HLA-DR), et une
innervation sensorielle, ou les
axones des neurones murins
extraits de DRGs (B3-tubuline)
innervent le derme jusqu’a
I’épiderme.

Barre d’échelle : 100um
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Le modéle de peau complet utilisé pour ces expériences comprenait un épiderme stratifié
et un derme innervé, vascularisé et immunocompétent. Le temps total de culture pour la mise
en place de ce modeéle est de 56 jours. Nous nous sommes assurés, par observation en
immunofluorescence, que tous les types cellulaires étaient encore présents et identifiables au

terme de la culture.

D’aprés les observations réalisées précédemment avec les dermes contenant des
MonoDCs, les coupes transversales seules ne permettent pas de statuer de facon fiable sur la
répartition et I’homogéneité de tous les types cellules présents. Une caractérisation en
immunofluorescence, par observation au travers du modéle a donc été réalisée (Figure 32).
Cette observation peut se faire uniquement a partir du dessous du modele, car I’épiderme formé
au-dessus géneére trop d’auto-fluorescence. La coupe transversale de I’éponge a été utilisée ici
pour vérifier que les neurones sensoriels innervent I’intégralité du derme, jusqu’a I’épiderme,
et s’assurer ainsi que les terminaisons nerveuses puissent entrer en contact physique avec tous

les types cellulaires du modéle.

Les sensibilisateurs ont été choisis parmi les molécules les mieux caractérisées par le
test LLNA, et se distinguent par leurs pouvoirs sensibilisateurs (fort a faible ; Tableau 5). Pour
cette premiere évaluation de I’action des sensibilisateurs sur le modele, une concentration forte
et une concentration faible ont été choisies d’apres la banque de donnée de PubChem. La dose
faible correspond a I’ED50 (Effective dose 50, dose efficace médiane), concentration a laquelle
50% des cellules humaines (immunitaires et non-immunitaires) sont activées dans un modele
in vitro. Pour éviter tout risque de trop forte dilution de ces produits & cause de la quantité de
cellules le composant, et parce que les concentrations stipulées dans la banque de donnée
PubChem correspondent a des tests sur cellules en monocouches, la dose forte que nous avons
sélectionnée est volontairement une dose léthale. Elle correspond a la LD30 (lethal dose, dose
Iéthale 30), concentration tuant 30% des cellules humaines (immunitaires et non-immunitaires)

en modéle in vitro.
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Figure 34 :

Quantification du TNF-a libéré par le modéle de peau complet aprés 24h de stimulation. Le
TNF-a libéré par les cellules du modéle de peau (Fibroblastes + cellules endothéliales +
kératinocytes + neurones de DRGs murin + MonoDCs) a été quantifié par ELISA apres 24
heures de stimulation par le Dinitrochlorobenzene (DNCB), Acide-DL-Tartarique (TA), le
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) et I’Ethyléne glycol diméthylacrylate (EG), suivant une dose
effectrice meédiane (ED50) et une dose léthale 30% (LD30). Le lipopolysaccharide (LPS) a
1ug/mL et la capsaicine a 100uM servent de contrdle positif. n=4, ecart-type centré sur la
moyenne (SEM), test ANOVA et un test de comparaison multiple Bonferroni pour évaluer les
variations significatives différentes par rapport au contréle * p=0,012 ; **p=0,0025.

Ces premiéres observations ont montré que le modéle de peau compléte répond bien aux
molécules sensibilisatrices en libérant du TNF-a dans le milieu de culture (Figure 33). Le
modele nous a permis de quantifier le potentiel sensibilisateur ou irritant d’une molécule, en se
basant sur la libération du TNF-a en fonction des deux doses testées. Le TA n’a induit de
production de TNF-a a aucune des concentrations testées. Le DNCB et I’éthyléne glycol sont
les deux sensibilisateurs ou la prédiction du modele correspond parfaitement a la classification
du test LLNA. Le DNCB en faible dose (ED50, 5uM) a permis une libération de TNF-a
significativement plus élevee que le contrdle, ce qui permet de le classer dans les
sensibilisateurs forts. A I’inverse, I’éthyléne glycol n’a entrainé une libération de TNF-a qu’en
présence d’une dose élevée (LD30, 1000uM), ce qui correspond a sa nature de faible
sensibilisateur. De fagon surprenante, le SDS a induit le méme profil que le DNCB, bien qu’il
ne soit pas considéré comme sensibilisateur, mais comme un simple irritant, incapable d’induire
une réponse positive au test LLNA in vivo [576, 577]. La seule quantification de TNF-o sur
deux doses de la molécule ne semble donc pas suffisante pour discriminer un sensibilisateur et

un irritant.
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Enfin, pour leurs doses les plus fortes (LD30) le DNCB et le SDS n’ont pas induit une
sécrétion de TNF-a significativement supérieure au modele non stimulé. Cette tendance
pourrait s’expliquer par la mort des cellules productrices de TNF-a et sensibles a ces molécules.
Un test complémentaire de viabilité cellulaire, comme la quantification de la Lactate
Déshydrogeénase (test LDH) dans les surnageants de cultures, permettrait de répondre a cette
hypothese [578].

Le dosage du TNF-a a ¢été pratiqué sur le modele de peau complet
(F+tE+K+DRGs+MonoDCs). Il sera intéressant de réaliser ce test sur des compostions de
modele de peau différentes :

- Modeéle de peau vascularisé avec un épiderme stratifié, F + E + K

- Modeéle de peau vascularisé avec un épiderme stratifié et une immunocompétence, F +
E + K+ MonoDCs

- Modeéle de peau vascularisé avec un épiderme stratifié et une innervation sensorielle F
+ E+ K+ DRGs
Ces compositions permettront de determiner quelles cellules sont particulierement

sensibles a I’une ou I’autre des molécules sensibilisatrices.

Le LPS n’a pas induit pas d’augmentation significative du TNF-a dans le surnageant,
contrairement a la stimulation par la capsaicine. Les MonoDCs ne sont pas les seules cellules a
produire du TNF-a en cas d’inflammation cutanée, les kératinocytes pouvant étre également
directement activés par les molécules sensibilisatrices ou, indirectement, par I’intermédiaire des
neuropeptides libérés par I’innervation sensorielle. Enfin, il faudra tenir compte dans les
prochaines expériences que la maturation des MonoDCs puisse étre limitée par la présence

d’hydrocortisone dans le milieu de culture.
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, Dinitrochlorobenzene Acide-DL-  Sodium Dodecyl Ethyléene glycol
Molécule

Tartrique Sulfate diméthacrylate
(DNCB) (TA) (SDS) (EG)
e - I Non- . -
Classification Sensibilisateur o Irritant Sensibilisateur
Sensibilisant
Réponse o - . .
LLNA Extréme Modereé Faible Faible
Antiseptique, . X .
Utilisation  Controle positif pour les  antioxydant Fongl_u_de, Monomere fonctionnel
.. \ il . . bactéricide, dans la fabrication de
clinique tests d’hypersensibilité alimentaire ) X
detergeant polymeres
(E334)
Prédiction par Non-
le modele de  Sensibilisateur fort . Faux positif ?  Sensibilisateur faible
sensibilisateur
peau complet
Doses 300
EC50 '[LD30 ©SHM 30uM 25 uM UM 15uM 300 uM 100 uM 1000 uM
Réponse a la
dose + - + -
EC 50
Réponse a la
dose Mort cellulaire ? - Mort cellulaire ? +
LD 30

Tableau 5 : Récapitulatif de I’action des sensibilisateurs chimiques sur le modele de peau
complet.
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Résumé

L'innervation cutanée est de plus en plus reconnue comme un élément majeur de la
physiopathologie cutanée a travers I'inflammation neurogénique induite par les neuropeptides
détectés par les cellules endothéliales et le systeme immunitaire. Pour étudier ce processus in
vitro, des modeles de peau innerves, reconstruit par génie tissulaire, (tissue-engineered skin,
TES) ont été développés, mais exclusivement avec des neurones sensoriels murins extraits des
ganglions de la racine dorsale. Afin de construire un modéle entiérement humain de TES
innervée, nous avons utilisé des cellules souches pluripotentes induites (iPSC) générées a partir
de fibroblastes cutanés humains. Pres de 100 % des iPSC différencies en neurones sensoriels
montrent une expression des marqueurs neuronaux BRN3A et B3-tubuline aprés 19 jours de
maturation. De plus, ces cellules étaient également positives a TRPV1 et au neurofilament M,
et certaines d'entre elles exprimaient la substance P, TrkA et TRPAL. Lorsqu'ils sont stimulés
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avec des molécules induisant la libération de neuropeptides, les neurones dérivés d'iPSC
libérent la Substance P et le CGRP, a la fois dans une culture conventionnelle en monocouche
et aprés ensemencement dans un modele 3D d'éponge de collagene avec des fibroblastes. Les
cellules de Schwann, partenaires essentiels des neurones pour leur fonctionnement et la
migration axonale, ont également été différenciees avec succés d’iPSC humain, comme le
montre leur expression des marqueurs S100, GFAP, p75 et SOX10. Lorsqu'ils sont cultives
pendant un mois supplémentaire dans le modele TES, les neurones derives de I'iPSC
ensemencés au fond de I'éponge forment un réseau de neurites couvrant I'ensemble du TES
jusqu'a I'épiderme, mais seulement lorsqu'ils sont combinés avec des cellules de Schwann de
souris ou dérivées d'iPSC. Ce modele unique de TES avec une innervation d’origine humaine

devrait étre tres utile pour I'étude de la neuroinflammation cutanée.

Abstract

Cutaneous innervation is increasingly recognized as a major element of skin
physiopathology through the neurogenic inflammation driven by neuropeptides that are sensed
by endothelial cells and the immune system. To investigate this process in vitro, models of
innervated tissue-engineered skin (TES) were developed, yet exclusively with murine sensory
neurons extracted from dorsal root ganglions. In order to build a fully human model of
innervated TES, we used induced pluripotent stem cells (iPSC) generated from human skin
fibroblasts. Nearly 100% of the iPSC differentiated into sensory neurons were shown to express
the neuronal markers BRN3A and B3-tubulin after 19 days of maturation. In addition, these
cells were also positive to TRPV1 and neurofilament M, and some of them expressed Substance
P, TrkA and TRPAL. When stimulated with molecules inducing neuropeptide release, iPSC-
derived neurons released Substance P and CGRP, both in conventional monolayer culture and
after seeding in a 3D fibroblast- populated collagen sponge model. Schwann cells, the essential
partners of neurons for function and axonal migration, were also successfully differentiated
from human iPSC as shown by their expression of the markers S100, GFAP, p75 and SOX10.
When cultured for one additional month in the TES model, iPSC-derived neurons seeded at the
bottom of the sponge were shown to form a network of neurites spanning the whole TES up to
the epidermis, but only when combined with mouse or iPSC-derived Schwann cells. This
unique model of human innervated TES should be highly useful for the study of cutaneous

neuroinflammation.
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Introduction

Although the primary purpose of cutaneous sensory innervation is the perception of
sense of touch, pain and temperature, it also plays a major role in skin physiology and
pathology. Indeed, sensory neurons are able to trigger a neurogenic inflammation upon
stimulation through the release of neuropeptides. This process induces microvascular
vasodilation and an increase in vascular permeability, along with immune cells chemotaxis and
activation [1]. Consequently, neuronal triggering is intimately combined with the local innate
immune response early after an injury to promote tissue inflammation. Moreover, it has more
recently been shown that sensory neurons are also involved in the direct recognition of
pathogens through the same molecular pathways as immune cells, such as TLRs [2]. The
density of cutaneous innervation as well as the high speed of neural action potentials constitute
major advantages for the detection of danger signals. Thus, the in vitro development of a human
skin integrating a nerve network represents an essential first step towards detailed studies on
the interaction of nociceptor neurons with endothelial and immune cells and the regulation of
neurogenic inflammation. We previously created an innervated TES including sensory neurons
obtained from mouse embryos. These neurons were cultured underneath the tissue and were
shown to build a dense nerve network that reached the epidermis through the whole thickness
of the dermal compartment [3, 4]. Neurons released neuropeptides such as SP that was shown
to enhance reepithelialization in an in vitro model of wound healing [5]. Whereas murine
neuropeptides successfully activated human cells, their animal origin in a human tissue-

engineered skin model could be a limitation for further studies, all the more that dorsal root
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ganglion neurons are extracted at an early embryonic developmental stage (E12 to E14). To
develop a more reliable innervated skin model, the use of human sensory neurons is highly
desirable, especially for cosmetic research and development in Europe where the use of animal
cells is banned. Fortunately, the technology allowing the differentiation of neuronal cells from

human skin fibroblasts induced to become pluripotent stem cells (iPSC) is now widely available

[6].

Some research groups succeeded in differentiating iPSC into sensory neurons, albeit
with low degrees of purity and cell yields, and these studies did not attempt to create
tridimensional networks [7-14]. To study neurogenic inflammation, it is crucial that the sensory
neurons differentiated from human iPS cells express the transient receptor potential cation
channel subfamily (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPAL1) that regulate neuropeptides release [15].
Indeed, a challenge with hot temperature or irritant compounds like capsaicin or eugenol should
drive activation of TRPVs and subsequent release of neuropeptides, mainly Substance P (SP)
and Calcitonin gene-related peptide (CGRP), from peptidergic sensory neurons. Moreover,
sensory neurons should express the tropomyosin receptor kinase A (TRKA) responsible for the

binding to nerve growth factor (NGF), necessary for their survival [12].

Here, we propose a complete method to differentiate pure, functional sensory neurons
and Schwann cells from human iPSCs and their combination in a 3D culture system to generate
a fully human tissue-engineered skin model. It will be a highly valuable tool to study in vitro
the relationship between human sensory nerves and skin physiopathology.

Materials and methods

1.1 Cell culture.

All human cells used in this work were obtained with informed consent from the donors;

The study was approved by the CHU de Quebec-Université Laval research ethics review board.

Fibroblasts and keratinocytes were isolated from human skin biopsies after breast reductive

surgeries as previously described [16].

Human keratinocytes were cultured in flasks on a feeder layer of irradiated 3T3 mouse
fibroblasts in DHc medium consisting of a 3:1 ratio of DMEM/Ham's F12 (Gibco,
Gaithersburg, MD) with 36.54 mM NaHCO3 (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ), 0.18 mM L-
adenine (Millipore Sigma, Oakville, Canada), 312.5 ul/l 2N HCL (Fisher Scientific, Ottawa,
Canada) and supplemented with 5% HyClone FetalClone 1l (Hyclone, Logan, UT), 2.5 ug/mL
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insulin (Millipore Sigma), 0.2 pg/mL hydrocortisone (Millipore Sigma), 10—10 M cholera toxin
(ICN Biochemicals, Costa Mesa, CA), 10 ng/mL human epidermal growth factor (Austral

Biologicals, San Ramon, CA), and antibiotics.

Human microvascular endothelial cells were extracted from foreskin as previously

described [17] and grown in endothelial growth medium EBM-2 (Lonza, Mississauga, Canada).

Mouse DRG were extracted from E12.5 mice as previously described [3] and cultured
in DME medium (Gibco) supplemented with 10% SVF (Wisent, St-Bruno, Canada) and with
10 ng/mL NGF (Sino Biological, Atlanta, GA), and were cultured in same conditions as iPS-
derived neurons to serve as controls. All animal experiments were approved by the CHU de
Quebec-Université Laval animal care committee following the guidelines of the Canadian

Council on Animal Care.

1.2 Differentiation of iPS cells into sensory neurons:

The iPS cells were obtained from the iPS-Quebec plateform of the CHU de Québec-
Université Laval research center. They were derived from 2 different humain skin fibroblast
cell lines and from one human peripheral blood mononuclear cell line. The iPS cells were
reprogrammed with the CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Invitrogen, Carlsbad,

Californie).

Differentiation into sensory neurons was performed following a protocol modified from
reference [14]: iPS cells were passaged with Stempro accutase (Gibco) added with 5 uM Y-
27632 (Abcam, Toronto, Canada), diluted in DMEM-F12 medium containing 25 ug/ml of
penicillin-gentamycin (Sigma Chemicals) without serum. Cells were plated on Geltrex (Gibco)
coating (1:200 dilution) in a 6 wells plate at a density of 90,000 cells/cm2. Confluent iPS cells
were passaged with Stempro accutase and 5 pM Y-27632 between day O to day 7 of
differentiation. From day 0 to day 11 of dif- ferentiation, cells were cultured in a DMEM F12 :
neurobasal A medium (Gibco) (vol:vol) supplemented with 2% B-27 (Gibco), 1% N2
supplement (Gibco), 0.01 mM B-mercaptoethanol (Gibco), 50 pg/mL ascorbic acid (Sigma
Millipore), 5uM Y-27632, 1% L-alanyl-L-glutamine (Corning, New-York, NY), 1% MEM
non-essential amino acids (Gibco), 0.1% trace elements A, 0,1% trace elements B, 0,1% trace
elements C (Corning). From day 0 to day 5 of differentiation, medium was supplemented with
40 uM SB431542, 0.2 uM LDN193189 and 3uM CHIR99021 (Sigma Millipore). From day 5
to day 7 of differentiation, medium was supplemented with 3uM CHIR99021. From day 9 to
day 11 of differentiation, medium was supplemented with 10 uM DAPT (Selleck Chemicals
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LLC, Houston, TX). At day 11, cells were passaged with Stempro accutase and 5 uM Y-27632
and plated on 1 pg/ml Poly-D-lysine (Sigma Millipore) coated wells for 2D tests. Cells were
seeded at 300,000 cells/cm2 for purity tests, at 600,000 cells/cm2 per well for ELISA tests and

at 106 cells/3.6cm2 when seeded over the 3D sponge model.

For the quantification of the sensory neuron purity, cells were seeded on poly-D-lysine
surface in a 24-wells plate and the ratio of 3Tub/BRN3A positive cells versus the number of
unstained but Dapi-positive cells at day 18 was quantified using an axio imager M2 microscope
(Zeiss, Toronto, Canada). Experiment was done in sextuplicates and 6 fields per well were
evaluated using a 40x lens.

1.3 Differentiation of iPS cells into Schwann cells.

Differentiation of iPSC into Schwann cells was performed following a protocol
modified from reference [18]. Up to day 6, iPS cells were cultured in the same conditions than
for sensory neuron differentiation in order to reach a neuronal precursor commitment. Then,
cells were dissociated with accutase supplemented with 5 uM Y-27632 and plated on a 9.6 cm2
Geltrex coated well (1:200 dilution in cold DH medium) at a density of 130,000 cells/cm2 in
the day 7 medium from sensory neuron differentiation. At day 7, cells were cultured in
minimum essential medium (STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada) with 1% N2
supplement, 1 mM B-mercaptoethanol, 5 uM Y-27632, 1% L-alanyl-L-glutamine, 1% MEM
non-essential amino acids (Gibco), 0.1% trace elements A, 0.1% trace elements B, 0.1% trace
elements C. From day 8 to day 11, B-mercaptoethanol was removed and 35 ng/ml retinoic acid
(Sigma Millipore) was added to the medium with 1% B27 supplement without vitamin A. At
day 12, cells were passaged with accutase and plate on 1 pg/ml Poly-D-lysine coated well at a
density of 50,000 cells/cm2. From day 12 to day 26, cells were cultured in STEMdiff Apel
medium (STEMCELL Technologies) supplemented with 1% N2 supplement, 1% B27
supplement without vitamin A, 5 pM Y-27632, 5 uM Y-27632, 1% L-alanyl-L-glutamine, 1%
MEM non-essential amino acids, 0.1% trace elements A, 0.1% trace elements B, 0.1% trace
elements C, 5 ng/ml PDGF-bb, (Gibco), 10 ng/ml BFGF (Feldan, Quebec City, Canada), 14 uM
forskolin (Sigma Millipore), 192 ng/ml NRG1 (R&D System, Oakville, Canada). From day 26
until the end of the 2D culture, Schwann cells were maintained in DH medium supplemented
with 10% SVF, 5 uM forskolin, 50 ng/ml NRG1, 1% N2 supplement, 1% L-alanyl-L-

glutamine. Schwann cells were cultured with 0.25 nM goat anti-rabbit 1gG (Electron
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microscopy sciences, Hatfield, PA) for 3 days before seeding cells on sponges [19]. For 2D
coculture (Fig. 3D,H), 300,000 iPS Schwann cells were seeded with 600,00 iPS sensory neurons
in 24-well plates. Cells were maintained in DMEM F12 : neurobasal A medium (vol:vol)
supplemented with 1% B-27, 1% N2 supplement, 50 pg/mL ascorbic acid, 1% L-alanyl-L-
glutamine, 20 ng/mL BDNF (Sino Biological), 10 ng/mL GDNF (Sino Biological) and 10
ng/mL NGF, 0.2 ug ml—1 hydrocortisone, 2.5 pg ml—1 insulin. Cells were cultivated 18 days

before fixation.

14 Cell purity quantification.

To quantify the proportion of iPS cells effectively differentiated into sensory neurons,
neurons at day 11 were seeded at a density of 300,000 cells/cm2 in 24-wells plates on poly-D-
lysine surface (n=6) and cultured as previously described for 7 days. Cells were fixed with PFA
4% and cell purity was assessed using a Zeiss axio imager M2 microscope. Purity was
determined by quantification of the ratio of B3Tub/BRN3A positive cells compared to the
number of Dapi-positive cells (Supplemental Fig. S2). For each well, 6 fields were evaluated
using a 40x lens. The same method was performed for assessing Schwann cell purity by

calculating the ratio of S100-positive cells over the number of Dapi- positive cells.

1.5 Preparation of the tissue-engineered 3D skin model

Collagen sponges were prepared as previously described [20] and seeded with 800,000
human fibroblasts alone (for ELISA tests) or in combination with 800,000 endothelial cells (for
all other conditions) and cultured in DME (Life Technologies) supplemented with 10% SVF:
EBM2 (Lonza, Mississauga, Canada) (vol:vol) and 50 pug/mL ascorbic acid for 7 days. Then,
400,000 fibroblasts (for ELISA tests) or in combination with 400,000 endothelial cells (for all
other conditions) were seeded on the opposite side of the sponge. After 3 days, Schwann cells
from mouse sciatic nerves [20] or derived from human iPSC were seeded (only when specified)
at a density of 1 million per sponge on top of the sponge. All samples (with or without Schwann
cells) were cultured for 7 days in DMEM-F12 medium supplemented with 10% SVF, 5 uM
forskolin, 50 ng/ml NRG1, 1% N2 supplement, 1% L-alanyl-L-glutamine.
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One million of iPS-derived sensory neurons matured for 11 days were then seeded on
the opposite side (versus Schwann cells) of the sponge and cultured for two days in DMEM
F12: neurobasal A medium (vol:vol), supplemented with 1% B-27, 1% N2 supplement, 50
pg/mL ascorbic acid, 5 uM Y-27632, 10 uM DAPT, 20 ng/mL BDNF (Feldan) and 10 ng/mL
GDNF. The sponge was matured 6 additional days in DMEM F12, neurobasal A medium
vol:vol, supplemented with 1% B-27, 1% N2 supplement, 50 pug/mL ascorbic acid, 5 uM Y-
27632, 20 ng/mL BDNF (Sino Biological), 10 ng/mL GDNF (Sino Biological) and 10 ng/mL
NGF.

Sponges were flipped upside down and 1 million of human keratinocytes were seeded
on top of sponge (opposite side to neurons) under immersion in the culture medium. Samples
were cultured 7 days in DMEM-F12 with 5% Hyclone serum supplemented with 20 ng/mL
BDNF (Feldan), 10 ng/mL GDNF, 10 ng/mL NGF, 50 pg/mL ascorbic acid, 0.2 ug/ml
hydrocortisone, 2.5 pg/ml insulin, 10 ng/mL human epidermal growth factor and 107° M

cholera toxin.

Then, sponges were lifted up at air-liquid interphase to promote keratinocyte
differentiation for 17 days in the same medium but without EGF.

1.6 ELISA analyses.

To quantify SP and CGRP secretion with Elisa kit (Phoenix Pharmaceuticals), sensory
neurons differentiated from iPSC or extracted from mouse DRG were seeded at a density of
600,000 and 300,000 cells/cm2 respectively in 24-well plates coated with poly-D-lysine. For
ELISA quantification of the 3D tissue supernatants, sponges were seeded with 1 million sensory
neurons derived from iPS or from DRG and were washed twice with DMEM-F12 without
serum before treatment. For 2D or 3D tests, medium was replace with 150 pl or 400 pl of
DMEM-F12: Neurobasal A medium vol:vol pH 6.2, respectively. Capsaicin (Sigma Millipore)
was dissolved in ethanol 99% for a final concentration of 10 uM. Cells were exposed with
capsaicin or KCI (Fisher Chemical, Ottawa, Canada) for 5 minutes or with AITC (Sigma-
Millipore), eugenol (Sigma Millipore) or NGF for 10 minutes before removing the supernatant

for Elisa tests or fixation with PFA 4% for immunostaining.
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1.7 Immunofluorescence.

Cells were fixed with 4% cold PFA for 20 min at 4C, washed twice with cold
phosphate- buffered saline (PBS) (composed of 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM
Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4) (Fisher Chemical), then incubated in immunofluorescence
staining buffer, containing PBS, 0.3% triton X-100 (Biorad, Mississauga, Canada) and 5%
serum, for 20 min at room temperature. Cells were stained overnight at 4°C with primary
antibodies diluted in immunofluorescence staining buffer and were washed with PBS for 5 min
then incubated for 1 h at room temperature with secondary antibodies (1:500 dilution) in
immunofluorescence staining buffer and finally were washed with PBS before mounting with

fluoromount G with Dapi (Electron microscopy Sciences, Hatfield, PA).

The antibodies used were: mouse anti-p3Tub (1:1000; Biolegend, San Diego, CA),
rabbit anti-BRN3A (1:500; Millipore Sigma), mouse anti-substance P (1:1000; Abcam), goat
anti-TRKA (1:200; R&D System), rabbit anti-TRPA1 (1:200; Abcam), sheep anti-TRPM8
(1:100; Novus Biologicals, Oakville, Canada), mouse or chicken anti-NFM and anti-NFH
(1:500; Millipore Sigma), rabbit anti-TRPV1 (1:200; Novus Biologicals), goat anti-RAMP1
(1:50; Santa Cruz, Mississauga, Canada), rabbit anti-P75 (1:200; Abcam), rabbit or mouse anti-
S100 (DAKOcytomation, Santa Clara, CA), mouse anti-MBP (1:500; R&D System), sheep
anti-CD31 (R&D System), chicken anti-K14 (Biolegend), chicken anti- PGP9.5 (Abcam),
mouse anti-SOX10 (1:500; R&D System), mouse anti-GFAP (1:500; Millipore Sigma), rabbit
anti-GFAP (1:1000; Abcam), Alexa fluor 488 goat anti-rabbit (1:500; Invitrogen), Alexa fluor
594 goat anti-mouse (1:500; Invitrogen), Alexa fluor 594 goat anti-rabbit (1:500; Invitrogen),
Alexa fluor 488 goat anti-mouse (1:500; Invitrogen), Alexa fluor 647 donkey anti-sheep (1:500;
Invitrogen), Alexa fluor 647 or 488 donkey anti-chicken (1:500; Invitrogen), Alexa fluor 555
donkey anti-mouse (1:500; Invitrogen), Alexa fluor 488 donkey anti-rabbit (1:500; Invitrogen).

1.8  Statistical analysis.

Statistical analyses were performed using one-way ANOVA. Post-Hoc test was
conducted using Bonferroni correction (a=0.05). The differences were considered significant
at p < 0.05. Results were expressed as mean * standard error of the mean (SEM).
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Results

2.1 Sensory neurons were differentiated from human iPS cells with high purity, high yield and

expressed specific markers.

Human fibroblasts-derived iPSC was cultured on Geltrex-coated 6-well plates (2D
culture) and allowed to differentiate for 22 days and were stained with specific markers for
sensory neurons to confirm their identity. Based on the expression of BRN3A (a transcription
factor expressed in the developping sensory neurons [21, 22], neurofilament M (NFM, 150 kDa
[23]) and TRPV1, the optimal maturation time was observed at day 19, and was followed by a
decrease in the number of cells at day 22 (Supplemental Fig. S1A-O). Mouse dorsal root
ganglion (DRG)- derived sensory neurons expressed the same markers in a similar pattern
(Supplemental Fig. S1P-R).

To determine the proportion of iPS-derived cells that were efficiently differentiated into
sensory neurons, cells were double-stained for BRN3A, and [13Tub (staining for CI111-tubulin,
a generic marker of neurons [24]). Immunfluorescence images showed that nearly 100% (98.9%
+ 1.35, n=6) of cells were positive for both markers (Supplemental Fig. S2). Over the whole
maturation period, iPSC growth resulted in a 65 £ 15 fold increase (n=10) in the number of
cells differentiated into sensory neurons, as compared to the initial number of iPSC seeded.
This high yield could be explained at least in part by a more potent growth of cells as monolayer
culture instead of neurospheres. Moreover, the culture medium was supplemented by additional
nutrients compared to the protocol of Maury and coworkers and accutase, a mild digestion

enzyme, was used instead of trypsin, allowing a more efficient cell recovery.

At day 19, in addition to BRN3A and f3Tub, some of the differentiated cells expressed
the neurofilament M and SP. In addition, most cells were positive to TRPV1 and TRPA1L, with
some of them expressing TrkA (the receptor for NGF) (Fig. 1A,C,E,G).

To incorporate the iPSC-derived neurons into the 3D model, it was not possible to first
fully differentiate the neurons in 2D for 19 days, and then seed them over the sponge. Indeed,
since matured neurons already displayed long neurites at day 19, their enzymatic digestion
induced massive cell death precluding their use for 3D seeding. To overcome this limitation,
iIPSC-derived neurons were passaged with accutase at day 11 of differentiation (before neurite
outgrowth) and seeded on the sponge 3D model. To confirm that the differentiation of the
sensory neurons between day 11 and day 19 was as efficient in 3D than 2D, the expression of

neuronal markers was assessed by immunofluorescent staining of whole sponges, followed by
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en-face imaging. A similar pattern of expression of the markers BRN3A, B3Tub, SP, NFM,
TrkA and TRPA1 was observed, along with Ramp1 (a CGRP receptor) (Fig. 1B,D,F,H).

In addition, since these neurons can be maintained in 3D culture for a much longer time,
numerous nerve fibers were observed after 49 days of culture to express the neurofilament H
(200 kDa), which is a marker of larger caliber and more mature axons [25]. In addition, most
of these NFH-positive fibers also expressed SP (Supplemental Fig. S3). Interestingly, iPSC-
derived neurons showed a tendency to aggregate together into ganglion-like clusters from which
large bundles of neurites elongated, in contrast with mouse DRG neurons that were
homogeneously distributed throughout the sponge (Fig. 11,J). Of note, a similar cluster
formation was reported with iPSC-derived sensory neurons cultured in 2D after 2 weeks in
culture [26]. The non-peptidergic marker P2X3 was not detected in 2D and 3D cultures (Data

not shown).

2.2 TRP agonists trigger SP and CGRP release from iPSC-derived sensory neurons.

In order to test the capacity of the iPSC-derived sensory neurons to induce neurogenic
inflammation, their potential to release neuropeptides upon TRPV activation was investigated
and compared to mouse DRG neurons in conventional 2D culture as well as in 3D culture into

the sponge (only populated with fibroblasts).

The TRPV1 agonists resiniferatoxin (at 100 nM) induced a significant increase in the
release of SP from iPSC-derived neurons cultured in 2D compared to control (p<0.0001; n=13),
while the effect of capsaicin (at 10 uM) was not significant (Fig. 2A). Moreover, eugenol (at 1
mM), an agonist of TRPV1, 2 and 3 induced a significant increase of SP release (p<0.0001;
n=14), as well as NGF (at 100 ng/ml), the agonist of TrkA (p<0.01; n=16). KCI (at 65 mM),
which induces neuronal depolarisation independently of receptors, promoted the most potent
rise of SP release (p<0.0001; n=16) (Fig. 2A). Of note, although TRPAL1 was detected by
immunofluorescence staining, exposure to its agonist AITC (300 uM) did not result in a
significant difference of SP secretion. As a control, 2D culture of mouse DRG neurons showed
significant increases of SP release upon stimulation with capsaicin (p<0.0001; n=5),
resiniferatoxin (p<0.0001; n=6), eugenol (p<0.01; n=6) and treatment with KCL (p<0.0001,
n=6) (Fig. 2B).
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When cultured in 3D in a fibroblast-populated sponge, iPSC-derived neurons released
significantly higher amount of SP after stimulation with capsaicin (p<0.0001; n=17) and KCI
(p<0.001; n=16), while resiniferatoxin, AITC and NGF did not have an effect (Fig. 2C).
Stimulation of mouse DRG neurons in the same 3D culture scaffold produced significantly
higher levels of SP upon treatment with capsaicin (p<0.01; n=6), resiniferatoxin (p<0.001; n=5)
and KCI (p<0.0001; n=7) (Fig. 2D).

The secretion of CGRP by iPSC-derived neurons was significantly enhanced by eugenol
(p<0.0001; n=18), AITC (p<0.001; n=18), NGF (p<0.001; n=18) and KCI (p<0.01; n=18) in
2D culture (Fig. 2E), and by eugenol (p<0.0001; n=11) and KCI (p<0.001; n=17) in 3D sponges
(Fig. 2F). Mouse DRG neurons released significantly more CGRP upon stimulation with
eugenol (p<0.0001; n=7), capsaicin (p<0.01; n=11) and resiniferatoxin (p<0.01; n=11) in 2D
(Fig. 2G) and capsaicin (p<0.0001; n=21), resiniferatoxin (p<0.0001; n=6) and KCI (p<0.0001,
n=7) in 3D (Fig. 2H).

The capacity of capsaicin to induce an action potential in iPSC-derived neurons was
confirmed by the quantification of calcium entry into cells upon stimulation. Five seconds after
addition of 10 uM of capsaicin in the culture medium, an increase by 30% of the relative
fluorescence intensity was observed in iPSC-derived neurons compared to the non-stimulated
condition, which went back to initial values after 5 seconds (Supplemental Fig. S4). The
fibroblasts used to generate iIPSC did not show any increase in calcium upon capsaicin
stimulation (Data not shown).

2.3 Efficient neurite outgrowth from iPSC-derived neurons throughout the tissue-engineered

skin is dependent of the presence of mouse or iPSC-derived Schwann cells.

When iPSC-derived neurons were cultured in the tissue-engineered skin model, they
failed to promote axonal outgrowth from the neuronal cell layer at the bottom of the tissue to
the epidermis on top as observed with mouse DRG neurons (Fig. 4B vs A). One major
difference with DRG neurons that could explain this limitation is the presence of Schwann cells
that are extracted from DRG along with neurons. Thus, we hypothesized that Schwann cells
might be an essential partner to promote axonal outgrowth. Indeed, when mouse Schwann cells
were added in the tissue- engineered skin model prior to iPSC-derived neuron seeding, a much
higher neurite outgrowth was observed in the tissue with numerous axons reaching the

epidermis (Fig. 4C).
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In order to develop a fully human model, the same iPSC used to generate neurons were
differentiated into human Schwann cells. The resulting human iPSC-derived Schwann cells
expressed the specific markers S100, GFAP, p75 and SOX10 (Fig. 3). When these cells were
added in a 2D culture of iPSC-derived neurons, they aligned along the neurites as observed with
mouse Schwann cells (Fig. 3D vs H). When the iPSC-derived Schwann cells were added in the
dermal compartment of the tissue-engineered skin model before seeding and at the opposite
side versus neurons, they were shown to induce a strong increase in axonal outgrowth toward
the epidermis (Fig. 4D).

Discussion

Cutaneous sensory innervation is a major component of the skin through the
transmission of sensitive informations (sense of touch, temperature and pain) [27]. Moreover,
sensory nerves play a pivotal role in inducing neurogenic inflammation in response to skin
injuries [2]. Thanks to the very fast response of nerves to a noxious stimulus through the release
of neuropeptides, sensory nerves are essential for the efficient triggering of inflammation by
increasing vascular vasodilatation and permeability, and attracting and activating immune cells
[1]. In addition, we have shown that some neuropeptides were able to directly enhance
reepithelialization during wound healing [5]. Because of their potential to induce neurogenic
inflammation, sensory nerves are good candidates to be involved in the induction and/or
maintenance of various inflammatory skin diseases, such as psoriasis or atopic dermatitis [28,
29]. In order to be able to investigate the interaction between sensory neurons and skin-resident
or infiltrating cells, the development of in vitro models of tissue-engineered skin would be
extremely useful, all the more if they are made of the patient’s own cells. Whereas numerous
models of tissue-engineered skin were developed over the past 30 years, only very few
integrated sensory neurons, which were of animal origin [5, 30, 31] or featured human neural
stem cells instead of mature neurons [32]. One reason for this scarcity in model diversity is the
difficulty to obtain neurons, and the fact they don’t expand in vitro, requiring animal extraction

for each experiment.

The animal origin of neurons in these models does not seem to critically compromise
their ability to interact with most human skin cells, notably because neuropeptides are highly
conserved among species. However, interspecies differences cannot be ruled out. Finally, the

use of animal cells has been banned in the European Union for cosmetic research and
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development. Therefore, the replacement of animal neurons by human neurons remains highly

desirable.

Since the advent of the iPSC technology, several protocols have been proposed to
differentiate human sensory neurons from iPSC, but with some limitations, such as low neuron
differentiation efficiency and low cell yields [7-14]. Moreover, none of these studies have
unequivocally demonstrated the ability of these neurons to secrete neuropeptides following
specific stimulations. Our purpose was to generate sensory neurons from human skin fibroblast-
derived iPSC with high purity, high yield, and to demonstrate their capacity to release SP and
CGRP upon stimulation of their TRP receptors.

In addition, we showed that these iPSC-derived neurons could be efficiently used in a 3D tissue-

engineered skin model.

Thanks to the ability of this model to be maintained in culture over 50 days, in contrast
to 21 days in 2D, neurons were shown to reach a higher maturation stage in 3D while
maintaining their capacity to release neuropeptides upon stimulation. Moreover, a key feature
of a functional innervated tissue-engineered skin model is the ability of neurites extending from
neurons seeded at the bottom of the tissue to migrate through the dermal compartment and form
a nerve network reaching the epidermis. Indeed, a direct contact of neurites with keratinocytes
is mandatory to efficiently recapitulate skin physiopathology. A key finding of our work was
to show that the coculture of iPSC-derived neurons with Schwann cells was necessary to induce
a strong neurite outgrowth in 3D. In addition, human Schwann cells differentiated from the
same iPSC used to generate neurons were able to support such neurite outgrowth. This was
essential to maintain a fully human model. This new human innervated tissue-engineered skin
model will have the major advantage to be reconstructed using patient’s cells obtained from a
single skin biopsy. It will be possible to develop disease-specific skin models and analyze the
potential effect of sensory nerves in these models after induction of neuropeptide release upon
stimulation with TRPV1 agonists. Such model would be particularly well-suited for the
modelling of psoriasis, since this disease his highly suspected to be modulated by skin

innervation [28, 33].
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Conclusion

In conclusion, we were able to generate iPSC-derived neurons with a high yield and
high purity. These neurons could release SP and CGRP upon stimulation with TRPV agonists.
Once seeded in the 3D tissue-engineered skin along with iPSC-derived Schwann cells, the
iPSC-derived neurons established a nerve network throughout the tissue reaching the epidermis.
This human innervated tissue-engineered skin model will be a powerful tool to study the role
of sensory nerves in various skin diseases, such as psoriasis or atopic dermatitis, especially
since it could be fully made of patient’s own cells. It represents an optimal base to build an

immunocompetent skin model, with a strong potential for personalized medicine approaches.
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Figure legends:
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Figure 1 | Characterization by
immunofluorescence of iPSC-derived
neurons cultured in 2D and in 3D.

Cells were were stained by
immunofluorescence for POU class 4
homeobox 1 (BRN3A), Neuronal Class IlI
B-Tubulin  (B3Tub), substance P (SP),
tropomyosin receptor kinase A (TRKA),
transient receptor potential cation chanel
member Al (TRPA1), neurofilament
medium  (NFM), transient receptor
potential cation chanel subfamily V1
(TRPV1) and receptor activity modifying
protein 1 (RAMP1). For 2D staining
(A,C,E,G), cells were seeded at a density of
300,000 cells/cm2 on poly-D lysine coated
wells and matured until day 18. For 3D
staining (B,D,F,H-J), neurons were
cultured in the fibroblast-populated sponge
for 19 days and pictures were taken from an
above view of the sponge. Scale bar A-H =
20 pm, 1-J = 100 pm.
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Figure 2 | Quantification of SP and CGRP release from iPSC-derived and mouse DRG
neurons upon TRP stimulation.

Substance P (SP; A-D) and calcitonin gene-related peptide (CGRP; E-H) released from iPSC-
derived neurons (used after 19 days of maturation) or mouse DRG neurons were quantified by
ELISA after stimulation with 65 nM potassium chloride (KCI, induces neuronal
depolarization), 10 uM capsaicin (CAP, ligand for TRPV1), 100 nM resiniferatoxin (RES,
ligand for TRPV1), 1 mM eugenol (EUG, ligand for TRPV1,2,3), 100 uM allyl isiothiocyanate
(AITC, ligand for TRPA1), 100 ng/ml NGF (ligand for TrkA) cultured in monolayer (2D) or
after seeding in a fibroblast-populated sponge (3D). Data are displayed as mean + standard error
of the mean (*p<0.01; **p<0.001; ***p<0.0001, n=5 to 21).
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Figure 3| Characterization by immunofluorescence of iPSC-derived Schwann cells

cultured in 2D.

Human iPSC-derived Schwann cells (A-D) or mouse Schwann cells (E-H) were stained in 2D
with the specific markers S100 (in red; A,E), GFAP (in green; B,F), P75 (in green; C,G) and
SOX10 (in red; C,G). Schwann cells derived from iPSC (stained in white with GFAP) were
cocultured with iPSC-derived neurons (stained in green with NFM) for 18 days (D,H). Scale
bar =20 um.
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mSN{+mSC)

iPSC-SN + mS5C iPSC-SN + iPSC-5C

Figure 4 | Characterization by immunofluorescence of the capacity of the iPSC-derived
neurons to form a 3D nerve network in the tissue-engineered skin.

The human reconstructed skin model made of keratinocytes (stained in green with Keratin 14),
fibroblasts and mouse (A) or iPSC-derived (B-D) neurons (stained in red with 3Tub) was
cocultured or not (B) with mouse (C) or iPSC- derived Schwann cells (D). Scale bar =50 pm.
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Supplemental material
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Figure S1 | Characterization of the kinetic of neuronal marker expression in iPSC-
derived neurons over 22 days of maturation, compared with mouse DRG neurons

BRN3A, Neurofilament M (NFM) and TRPV1 were stained with specific antibodies after 12

to 22 days of iPSC differentiation into sensory neurons (A-O) compared to mouse DRG neurons
(P-R). Scale bar: 50 pum.
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Figure S2 | Quantification by immunocytochemistry of BRN3A/BIII Tubulin-positive

iPSC-derived neurons

The proportion of iPSC successfully differentiated into neurons was assessed after staining with
BRN3A (B, in green) and BIII Tubulin (C, in red) compared to the total number of Dapi-positive
cells (A, in blue) of cells cultured for 18 days in 24-well plates coated with poly-D-lysine. The
white arrows in A indicates cells that don’t express the neuronal markers in B and C. C is a
merge image of A and B in addition to BIII Tubulin staining. Scale bar in C = 20 um.

Figure S3 | Characterization by immunofluorescence of the expression of Substance P in

neurofilament H-positive iPSC-derived neurons cultured in 3D for 49 days

The iPSC-derived neurons were cultured in the fibroblast-populated sponge for 49 days and
pictures were taken from an above view. Most of the NFH-positive nerve fibers (in green in A
and C) expressed by iPSC-derived neurons were also positive for SP (in red in B and C). Scale
bar 200 pm.
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Figure S4 | Characterisation of iPSC-derived neuron excitability upon TRPV1 agonist
stimulation by calcium quantification with Fura-2

Calcium flux was determined according to the manufacturer’s instructions (Fura-2 no wash
calcium assay kit, Abcam). Quantification of the Fura-2 ratiometric dye fluorescence induced
by intracellular calcium content was performed using a VVarioskan microplate reader (Thermo
scientific) before and 5 and 10 seconds after stimulation with 10 uM capsaicin of iPSC-derived
neurons matured for 19 days. Results were expressed as the percentage of the relative
fluorescence intensity compared to the control (no stimulation). No calcium increase was
observed when fibroblasts were stimulated with 10 uM capsaicin (data not shown). Data were
expressed in relative fluorescence units (RFI) as mean * standard deviation (*p<0.0001, n=6).
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Statement of Significance

The purpose of this work was to develop in vitro an innovative fully human tissue-
engineered skin enabling the investigation of the influence of cutaneous innervation on skin
pathophysiology. To reach that aim, neurons were differentiated from human induced
pluripotent stem cells (iPSCs) generated from normal human skin fibroblasts. This innervated
tissue-engineered skin model will be the first one to show iPSC-derived neurons can be
successfully used to build a 3D nerve network in vitro. Since innervation has been recently
recognized to play a central role in many human skin diseases, such as psoriasis and atopic
dermatitis, this construct promises to be at the forefront to model these diseases while using

patient-derived cells.
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Discussion

Ce travail de thése a permis de créer, pour la premiére fois, un modéle de peau compléte
intégrant un systéme immunitaire, une innervation sensorielle, une pseudo-vascularisation et
un épiderme stratifié. De plus, nous avons fait évoluer ce modele dans I’objectif d’avoir toutes

les composantes cellulaires de ce modele d’origine humaine.

1- Immunocompétence du modele de peau

Les MonoDCs, similaires aux cDCs du derme, ont été inclues au modéle pour introduire
I’immunocompétence dans le modele de peau innervé déja existant au LOEX. Ce sont les seules
cellules immunitaires dont la modulation de la maturation par les neuropeptides a été testee
dans les résultats présentés ici. Or, les cDCs ne sont pas les seules cellules immunitaires

présentes dans la peau normale humaine.

1-1. Monocytes, macrophages et cellules de Langerhans

Les macrophages et les cellules de Langerhans interviennent dans de nombreuses
maladies auto-immunes cutanées, comme le psoriasis [215, 579]. En conservant le méme
modele de cellules dérivées de monocytes, il serait possible de générer des macrophages dérivés
de monocytes (MonoMacro) [219], ou des cellules de Langerhans dérivées de monocytes
(MonoLCs) [580]. Ajouter ces deux types cellulaires représenterait une premiere approche
dans I’utilisation du modéle de peau dans la modélisation de pathologies, comme le psoriasis
[579].

De plus, les MonoLCs et les MonoMacro pourraient étre utilisés en monoculture, pour
étudier la modulation de leurs maturations par les neuropeptides. Il est déja établi que les LCs
expriment les récepteurs a la substance P et au CGRP [313, 429] et leurs maturations par le
CGRP entrainent, chez la souris, une orientation de la réponse adaptative vers un profil Th2 ou
Thl7 [197, 556]. Les macrophages expriment également les récepteurs aux neuropeptides et
leurs stimulations par la SP et le CGRP augmentent la libération de TNF-a et IL-1p, en, cas
d’activation par un herpes-virus [581]. En revanche, si les macrophages sont actives par leur
TLR4, le CGRP stimule la production d’IL-10, qui a un réle de régulation de I’inflammation
[582]. La SP seule est capable d’induire la polarisation des macrophages en profil M2,
intervenant dans la cicatrisation et la réparation, méme sous influence d’IFN-y, qui est la

cytokine orientant la polarisation M1 (pro-inflammatoire) des macrophages [583].
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Les monocytes seuls ont également leurs activités modulées par les neuropeptides. La
substance P augmente la sécrétion de TNF-a, d’IL-1 et d’IL-6 [584, 585], ainsi que I’expression
d’IL-1pB et d’TIL-23 [586]. Les monocytes, sous I’action de LPS, peuvent produire du NGF, qui
va activer les neurones, libérant a leur tour du CGRP. Ce CGRP entraine la libération d’IL-10

par les monocytes préalablement activés par le LPS [587].

Toutes ces actions des neuropeptides sur les monocytes, LCs et macrophages peuvent
étre confirmeées par I’expérimentation in vitro de monocultures dans un premier temps, puis
grace a I’intégration de ces types cellulaires dans le modéle de peau innervé. L’expérience
consisterait a ajouter, séparément ou ensemble, les MonoLCs, MonoMacro et monocytes dans
notre modeéle de peau innervé, ou non, et d’observer si une stimulation spécifique des neurones
sensoriels peut moduler les changements phénotypiques induits par la stimulation des cellules
immunitaire par le LPS ou par des agonistes d’autres TLRs. La quantification de TNF-a et d’IL-
12p70, comme realisés sur les surnageants des monocultures de MonoDCs, constituerait une
premiére analyse. Cependant, d’aprées les multiples influences des neuropeptides sur les cellules
immunitaires rapportés par la littérature, il sera nécessaire de réaliser la quantification de la
liberation d’autres cytokines, comme I’IL-1B, I’'IL-6, I’IL10 ou I’IL-23. De plus, il sera
également nécessaire de phénotyper les cellules immunitaires placées dans le modéle de peau
aprés stimulation, notamment les monocytes. L’influence méme du milieu tridimensionnel,
particulierement des kératinocytes, pourrait induire une différenciation des monocytes en DCs,

sans intervention de I’innervation [588].

1-2.  Lutilisation de T naif comme modele de prédiction de I'orientation de

I'immunité adaptative.

Un dernier type de population de cellule immunitaire a ajouter au modele de peau serait
les LT. L’action des neuropeptides sur les LCs et les DCs est susceptible d’intervenir dans
I’orientation des TH. Pour le moment, nous n’avons pas étudié cette fonction des neuropeptides
au travers de nos modeles, monoculture ou peau reconstruite. La quantification de la sécrétion
de seulement deux cytokines pro-inflammatoire (TNF-a et IL-12p70), dans les surnageants de
culture, est insuffisante pour émettre une hypothése sur la possible orientation des TH par les

MonoDCs sous influence de neuropeptides.
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Les Tw naifs peuvent étre isolés a partir de PBMCs humains mais il est impossible de
les introduire dans le modele de peau, a cause de la réaction de rejet engendrée par la
reconnaissance d’un CMH différent exprimé par les cellules présentes dans le modéle. En
revanche, il est possible d’utiliser cette réaction de rejet de greffe avec les Tw naifs dans un
modele in vitro, ou elles sont mises en présences de MonoDCs matures, provenant d’un autre
donneur [589]. C’est la technique de réaction leucocytaire mixte (mixed leukocyte reaction,
MLR) ou les MonoDCs matures vont induire la prolifération des Tw naifs et leurs
différenciations. En fonction de la stimulation préalable des MonoDCs, donc de leurs profils de
maturations induits par cette stimulation, la polarisation des Tw induite par la technique de MLR
sera différente. Il est possible d’analyser, au terme de la MLR, le profil d’expression de

cytokines par les Tw par cytométrie en flux.

Cette technique pourrait notamment fonctionner avec les MonoDCs migrant hors du
modele de peau. Cependant, en I’absence de migration substantielle, nous avons envisagé
d’induire une activation et une prolifération des Tn naifs, en mimant I’interaction DC-Tn avec
des billes de polystyréne recouverts d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 [590, 591]. Outre
I’engagement du TCR, la polarisation des Tn se fera sous I’influence par les cytokines présentes
dans le milieu de culture des éponges a la fin de la stimulation. Cette technique a cependant
pour désavantage la perte des nombreux signaux de type Il (récepteurs de surface) importants
dans I’interaction directe des DCs et des Tw. La polarisation des Tw repose en outre entierement
sur la nature du milieu d’activation. Dans le cas du modéle de peau, il se peut que les cytokines
soient trop diluées pour indure la polarisation des Tw ou que la différenciation se fasse sous
I’influence de I’hydrocortisone, un composé nécessaire a la culture mais ayant des propriétés

anti-inflammatoires [592].

2- LU’hydrocortisone et le maintien en culture du modele de peau

Le probléme de I’hydrocortisone a été détecté tardivement dans le processus de stimulation
des éponges. Toutes les stimulations par les molécules sensibilisatrices ont été effectuées dans
un milieu de culture contenant de I’hydrocortisone. Jusqu’a ce que nous reproduisions nos
résultats de stimulations sans hydrocortisone, il faudra s’interroger sur I’activation des
MonoDCs dans nos expériences de stimulation par les sensibilisateurs. Ce probleme témoigne
que I’ajout d’un nouveau type cellulaire dans un modéle déja établis doit également remettre en
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cause la composition des milieux de culture, particulierement lorsqu’il s’agit de modéliser un

processus inflammatoire.

3- Les MonoDCs, un bon modéle de cDCs ?

Les MonoDCs sont les seules cellules immunitaires utilisées dans notre modeéle. Elles
proviennent de la différenciation in vitro de monocytes sanguins humains et ont été
historiquement tres utilisées pour I’étude de I’influence des DCs humaines sur les lymphocytes
T. Ce modele présente I’avantage de fournir des MonoDCs immatures, apres différenciation
des monocytes, permettant d’induire in vitro leurs maturations et de modéliser des réponses
Tul, TH2 ou TH17 [563-565]. Cependant, ces cellules ne peuvent pas modéliser toutes les
fonctions des cDCs. Elles sont, par exemple, incapables de réaliser une présentation croisée
efficace [566].

La force d’un modele est conditionnée notamment par la précision des limites qui lui
sont imposées. Nous avons choisi de définir nos MonoDCs suivant le phénotype CD1a",
CD14'" CD209*, HLA-DR* et CD86 a la fin de leur différenciation [221, 593]. La
différenciation dépend grandement de la provenance des monocytes, extraits a partir du sang
de donneurs, générant ainsi les MonoDCs soumises a une variabilité inter-individuelle non
négligeable. De plus, la différenciation des monocytes en DCs n’engendre pas une population
homogeéne : il y a toujours une portion de cellules n’exprimant pas CD1a, pouvant représenter
des monocytes ne s’étant pas différenciés, ou des MonoDCs maturant spontanément. Le
principal désavantage de I’utilisation des MonoDCs comme modéle de cDCs in vitro est cette
variabilité interindividuelle [594]. Pour éviter tout biais d’interprétation des résultats, nous
avons choisi de ne garder que les lots de monocytes pouvant induire plus de 90% de MonoDCs,

avec une population spontanément mature (HLA-DR"9" CD86") inférieure a 10%.

Une alternative a I’utilisation des monocytes, permettant d’éliminer les risques de
variabilité interindividuelles serait d’utiliser des lignées de cellules souches hématopoiétiques
et de les différencier en DCs. Les lignées provenant de leucemies monocytaires, comme THP-
1, ou de leucémies myéloides, comme KG-1 ou MUTZ-3, peuvent étre différenciées en DCs
immatures [595, 596]. Cependant, cette technique nécessite I’utilisation de lignées cellulaires
d’origine cancéreuse, avec les risques de prolifération non contrélée ou de perte d’identité
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tissulaire [464-466], créant un risque de mauvaise intégration des DCs dérivés de ces lignées
dans le modele de peau.

Les cDCs différenciées et immatures résidant dans les tissus périphériques sont, comme
les neurones, des cellules non proliférantes. Une autre alternative a I’utilisation des MonoDCs,
serait de différencier les DCs directement a partir d’iPSCs [597-599], ou de passer par une étape
intermédiaire de différenciation en cellules souches hématopoiétiques [600, 601]. Cette
derniere option présenterait I’avantage de pouvoir maintenir les cellules souches
hématopoiétiques a un stade indifférencié en culture et d’induire leur différenciation en DCs
sans devoir repartir d’une lignée d’iPSC. Un protocole a été établis et expérimenté (Annexe 5),
malheureusement les premiers tests ne permettaient pas le maintien en culture des progeniteurs

hématopoiétiques obtenus.

4- Les neuropeptides, modulateurs de réponses immunitaire

4-1. Activateurs et environnement de maturation

D’apres les actions multiples de la SP et du CGRP sur les cellules immunitaires, leur
role exact ne peut pas étre considéré simplement comme pro- ou anti-inflammatoire. [559, 560].
La modulation qu’apporte ces neuropeptides dépend vraisemblablement de la nature du signal

de danger détecté par les cellules immunitaires (Discussion, partie 1-1).

Dans nos études sur MonoDCs en monoculture, nous avons choisi d’utiliser uniqguement
le LPS comme activateur de la maturation des cellules. Pour dégager une fonction modulatrice
plus précise des neuropeptides, nous pourrions utiliser d’autres déclencheurs de la maturation,

comme le R848 (Resiquimod) ou des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a.

4-2. Ordre et temps de stimulation des MonoDCs par les neuropeptides

L’ordre de rencontre avec des signaux de danger ou des molécules modulatrices
d’activité a son importance dans la maturation des DCs. La méme équipe a montré que des LCs
simultanément activées par un signal de danger et par les neuropeptides provoguent une réponse
Tul. Mais si les LCs sont préalablement maturées par un signal de danger, puis mises en
présence de cellules endothéliales activées par les NP, elles induiront une réponse Tul. Nous

avons choisi de stimuler les MonoDCs par le LPS et les neuropeptides en méme temps.
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Or, un neurone nocicepteur innerve une surface cutanée bien plus vaste que la surface
couverte par une DC. Il est donc possible qu’un neurone percoive un signal de danger sans que
des DCs eloignées de la zone de danger en soient capables. D’autre part, certains dangers
pourraient ne pas étre détectables par les DCs, par défaut des récepteurs adéquats. Dans ces cas
de figure, les neuropeptides libérés par les neurones vont stimuler les cellules immunitaires
avant que ces dernieres ne soient activées par un signal de danger. A I’inverse, si une DC recoit
un signal de danger avant les nocicepteurs, elle sera activée par le signal de danger percu avant
d’étre stimulée par les neuropeptides. Pour tenir compte de ces activations sequentielles, il serait
intéressant de pré-stimuler les MonoDCs avec les neuropeptides, avant d’appliquer I’activateur,

ou, a I’inverse, commencer avec I’activateur, puis ajouter les neuropeptides.

La cinétique d’application des neuropeptides n’a pas été pris en compte lors des
stimulations des MonDCs. En cas de douleur neuropathique (initiée par les neurones mais
d’origine intrinseque), d’allodynie, d’hypersensibilité ou d’inflammation répétées de la méme
zone, les nocicepteurs peuvent libérer des neuropeptides en continu. C’est cette activation
durable des fibres C qui pourrait étre a I’origine des plaques cutanées dans le psoriasis, par
stimulation continue des DCs de la peau par la SP [8]. Une application réguliére de doses de
neuropeptides sur les MonoDCs, activées ou non, permettrait d’évaluer plus précisément le réle
des neuropeptides, et notamment leurs capacités a induire ou a moduler la maturation des
MonoDCs. La demi-vie des neuropeptides dans le milieu de culture sera alors un paramétre a
prendre en compte. Nous avons estimé par dosage HPLC que la SP avait une demi-vie d’environ
2h dans le RPMIc a 37°C (données non présentées). Ce résultat préliminaire devra étre confirmé

par dosage ELISA avant de proposer un protocole expérimental étudiant ces questions.

4-3. Le peptide vasoactif intestinal

Les neurones sensoriels cutanés produisent et sécretent dans la peau d’autres
neuropeptides que la SP et le CGRP. Le VIP (vasoactive intestinal peptide) est le 3¢
neuropeptide majoritairement exprimé par les neurones, avec des actions connues sur les
cellules cutanées. Sur des DCs immatures (murines, derivees de moelle osseuse, ou humaines,
dérivées de monocytes), le VIP entraine une augmentation de I’expression de CD86 et oriente
les LT vers une polarisation Tn2. Contrairement a la SP ou au CGRP, le VIP seul peut induire
une maturation des DCs [602, 603]. A cause de cette action stimulatrice sur les DCs, le VIP a
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été envisagé comme cible thérapeutique pour prévenir les symptdomes de I’eczéma ou du

psoriasis [604].

Lorsque les DCs sont activées par du LPS, le VIP entraine une diminution de
I’expression de CD80 et CD86, ainsi qu’une diminution de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. En revanche, si les DCs sont stimulées par du TNF-a, le VIP augmente leur
expression de CD83 et leur sécrétion d’IL-12 [602]. Ces observations confirment I’hypothese
selon laquelle les neuropeptides n’auraient pas un réle pro- ou anti-inflammatoire, mais plutét
un réle modulateur, dépendant de I’état de maturation des DCs et de la nature des agents

déclencheurs de la maturation.

5- Caractérisation des neurones dérivés d’iPSCs

5-1. Llinteraction neuro-immunitaire

Pour que nos futures interprétations du dialogue entre neurones et cellules immunitaires
soient compleétes, il est nécessaire de connaitre dans quelle mesure les stimuli appliqués sont
susceptibles d’agir sur I’un ou I’autre type cellulaire. En conséquence, nous devrons caractériser
I’expression des récepteurs aux cytokines inflammatoires et des TLRs sur les neurones dérivés
d’iPSCs ou de DRGs [420]. Une fois ces informations connues, nous pourrons reproduire la
quantification de la sécrétion de SP et CGRP par les neurones sous stimulation de molécules
pro-inflammatoires pouvant agir directement sur les nocicepteurs de la peau. Les premiers
candidats pour cette caractérisation pourraient étre les récepteurs de I’IL-1pB, de I’histamine et
du CCL2 (Introduction, partie 3-4-5) [419, 420].

Pour la modélisation de la communication neuro-immunitaire, le principal probléme
sera donc de choisir des stimulateurs spécifiques des systémes immunitaires ou nerveux. En
effet, une sensibilité des deux systémes aux mémes signaux de danger rendra difficile I’étude
de la communication entre eux. Nous pourrons cependant compter sur une des forces de notre
modele, sa modularité. Le fait d’avoir réalisé I’intégration simultanée ou séparée de MonoDCs
et de neurones humains dérivés d’iPSCs rend possible I’application des mémes conditions de
stimulation sur différentes constructions du modéle et I’identification du type cellulaire a

I’origine de la réponse observée.
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5-2. Organisation structurelle des fibres nerveuses

La caractérisation des neurones dérives d’iPSCs s’est principalement orientée sur leurs
expressions des récepteurs TRPs, leurs capacités a produire et sécréter des neuropeptides et a
innerver le modele de peau (Muller et al.). En observant leurs organisations structurelles par le
dessous du modeéle de peau, il semblerait que, en présence de cellules de Schwann, les corps
cellulaires des neurones se regroupent en formations pseudo-ganglionnaires. Ce phénomene est
moins observé pour les neurones murins (DRGs) ou pour les neurones dérivés d’iPSCs sans

cellules de Schwann (Muller et al. Figurel et FigureS3 + Annexe 6).

Les neurones sensoriels sont considérés comme pseudo-unipolaires, avec des
terminaisons dans le systeme nerveux central et dans la peau. De cette polarisation résulte une
différence dans la composition de canaux membranaires sur les axones avant et apres le
ganglion de la racine dorsale, mais également au niveau du soma et également entre les sous-
types de fibres sensorielles [605]. Cette différence est présente notamment au niveau de
I’expression des canaux potassiques (Kv, Kir et KcaBK, Introduction partie 3-2-5.) et des canaux
sodiques (Nav1.7, Nav1.8 et Nav1.9) [606, 607]. L’analyse de I’expression de ces canaux
ioniques et leurs emplacements sur les neurones dérivés d’iPSCs permettrait a la fois de
discriminer les fibres au profil Ad et les fibres au profil C, et aussi de connaitre I’orientation
des axones des neurones. Si les neurones déerivés d’iPSCs ne peuvent pas innerver le derme
sans cellules de Schwann, c’est peut-étre di a un défaut de polarisation des axones [417, 608-
610].

5-3. Les étapes de la différenciation des iPSCs en neurones et cellules de Schwann

La différenciation des iPSCs en neurones sensoriels s’est faite par étapes successives, dont
une, particulierement importante, consistait a induire I’arrét de la prolifération des cellules en
différenciation (Matériel et Méthode, partie 2-1-10). De plus, avant méme I’arrét de la
prolifération des cellules, nous avons utilisé les cellules en différenciation pour indure des
cellules de Schwann. On peut donc supposer, sans I’avoir déterminé directement, que les
cellules en différenciation passent par un stade de progéniteurs neuronaux, qui se ne sont plus

des iPSCs et peuvent donner des neurones ou des cellules gliales.
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Il serait intéressant de réaliser une analyse des différences d’expression de certains génes
caractéristiques des cellules souches (NANOG, POU5F1) et des neurones sensoriels (TACL,
RUNX1, SCN9A et SCN10A) ou des cellules gliales pour suivre les différentes étapes de la
différenciation [611]. De plus, en gardant I’analyse de I’expression de genes spécifiques de
neurones sensoriels, nous pourrions effectuer un comparatif entre les neurones dérivés d’iPSCs
maintenus en culture 2D et ceux intégrés au modele de peau. Cela permettrait de savoir si la
culture dans un environnement tridimensionnel, avec un épiderme (facteur de polarisation),

entraine I’apparition d’une plus grande diversité de sous-types de neurones sensoriels [612].

6- Les perspectives du modele de peau complet

6-1.  Un outil de détection de composés sensibilisateurs et/ou irritants

Le modéle de peau, dans sa composition innervée par des neurones issus de DRGs murins,
vascularisée et immunocompétente, a permis de confronter la classification LLNA de molécules

bien connues et I’action proinflammatoire que vont induire ces molécules sur le modéle.

Proposer un nouvel outil de prédiction de composés sensibilisateurs ou irritants requiert
une grille de lecture simple basée sur des quantifications et non des observations qualitatives
comme les immunofluorescences. Cependant, notre grille de lecture pour évaluer le potentiel
sensibilisateur ou irritant des molécules s’est limitée pour I’instant & une quantification du TNF-

a libéré par les cellules d’une du modéle de peau complet.

Nous souhaiterions a présent, dans un premier temps, réaliser le dosage d’autres cytokines
ou chimiokines. 1l est possible de faire une quantification de plusieurs cytokines et chimiokines
par ELISA Multiplex (ex : IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-23, IL-33, TSLP). Notre but
sera ensuite de choisir les 3 ou 4 cytokines discriminant au mieux le potentiel irritant ou
sensibilisateur des composés. La quantification par ELISA des neuropeptides pourra aussi venir
s’ajouter a celui des cytokines et chimiokines pour permettre une meilleure discrimination.
Enfin, pour pouvoir statuer sur la toxicité des doses employées, un test LDH viendra compléter

la grille de lecture.

Par la suite, il importera de comparer la production des facteur solubles retenus dans le
contexte des quatre constructions possibles du modéle (Matériel et Méthodes, partie 2-4). Ainsi,

nous pourrons déterminer le type cellulaire a I’origine de I’action induite par les molécules.
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Une autre perspective pour améliorer I’utilisation du modeéle sera dans le changement du
mode de stimulation. Tous les composés ont été administrés directement dans le milieu de
culture pour mimer une stimulation systémique. Or, nous avons créé un modele avec un
épiderme stratifie et caractérisé. Il sera donc possible de réaliser une application topique des
composés a tester, c’est-a-dire directement sur I’épiderme. C’est aussi pourquoi nous avons
travaillé a optimiser I’innervation par les neurones derivés d’iPSCs: pour envisager
I’application topique de composés, I’innervation de I’épiderme par des neurones représente un

point clé dans le développement des perspectives d’utilisation du modéle de peau.

6-2. Les enjeux économiques de I'exploitation en industrie
6-2-1. Le colt théorique et les avantages d’une éponge par rapport aux modeles existant

Nous souhaitons proposer notre modeéle innovant, quand une grille de lecture aura éte
établie, sur le principe économique de la prestation de service. Pour le présenter comme un
modele alternatif d’évaluation de I’effet sensibilisateur ou irritant d’un composé, il faut
s’intéresser au codt de fabrication d’une éponge. Notre modeéle, dans sa composition innervée
avec des neurones humains dérivés d’iPSCs, vascularisée et immunocompétente n’étant pas
encore établi en routine, le prix exact de tous les composants et de la main d’ceuvre associée
sera difficile a évaluer. Cependant, il est possible d’établir un codt préliminaire de fabrication
du modéle en se basant sur les principales innovations apportées, c’est-a-dire la

différenciation des iPSCs en neurones sensoriels.

Pour ensemencer une seule éponge, la dépense brute en termes de consommables peut
étre estimée a 30€ (Annexe 7). Cette approximation vaut pour les étapes de fabrication d’une
seule éponge, et non pour I’évaluation d’un compose. En respectant nos protocoles
expérimentaux, il faut utiliser de quatre éponges pour évaluer I’effet d’un seul composé a une
dose. Pour évaluer le potentiel sensibilisateur ou irritant d’une seule dose d’un seul compose,
le colt en termes de fabrication d’éponges représenterait 120€ (30x4). Or, avec le test
KeratoSens™, ’TECVAM recommande I’évaluation de 12 concentrations différentes pour le
méme composeé [613]. Si nous voulions respecter ces recommandations, le colt de notre modéle
s’éléverait a 1440€ pour I’évaluation d’un seul composé chimique. Ce co(t reste une
approximation basse, puisqu’il ne comporte que le colt de différenciation des iPSCs en

neurones humains, mais pas les tests quantitatifs afférents. En comparaison, le KeratoSens™
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est propose a 96€ pour I’évaluation d’un composé, avec 12 concentrations différentes [613],
alors que le test LLNA colte 3 000$US par composeé [614].

Le test KeratoSens™ a été avalisé par le protocole AOP de ’lECVAM comme un test
préliminaire (« phase 2 ») permettant d’évaluer simultanément I’effet au niveau cellulaire d’un
grand nombre de composés (screening), avec différentes concentrations pour dégager une dose
effectrice. Le test LLNA (phase 4 du protocole AOP : effet sur I’organisme) n’a pas pour but
d’évaluer plusieurs concentrations pour un méme composé. Les étapes précédentes, dont le
KeratoSens fait partie, est justement d’estimer une concentration a utiliser dans I’évaluation in

vivo, dans le respect de la régle des 3Rs.

Dans son approche éthique, notre modeéle équivaut au KeratoSens™, mais dans sa
complexité et dans son codt, il se rapproche d’un LLNA. Si nous choisissions d’utiliser notre
modele suivant le contexte économique de la prestation de service, il ne pourrait pas étre utilisé
a I’évaluation de I’effet dose/réponse d’un composé en concentrations variables. Notre modele
pourrait s’approcher de la phase 3 du test AOP (effet d’un composé sur un organe). De plus,
contrairement au KeratoSens™, notre modeéle a I’avantage de disposer d’un épiderme stratifié :
il sera donc envisageable de réaliser des stimulations topiques. Notre modéle de peau, a I’instar
du LLNA, représenterait une alternative terminale de test-précliniques, destinés a identifier la
mauvaise estimation de doses ou d’applications de composés, pouvant se retrouver fatal pour

les tests cliniques.

6-2-2. Les modeles tridimensionnels alternatifs

Notre protocole de création du modéle de peau repose sur des étapes successives
d’ensemencement d’une matrice pour recréer, systéme par systeme, toutes les composantes
cellulaires d’une peau normale. Des sociétés commerciales, comme EPISKIN® (centre de
recherche, filiale du Groupe L’Oréal) utilisent le méme principe pour la création et la
commercialisation de leur modeles [615, 616]. Cette technique, qui vise a reconstruire la
structure d’un organe pour reproduire ses fonctions, n’est pas la seule existante en génie

tissulaire.

Les spheéroides, aussi appelés microtissus, sont des modéles construits en se basant sur la
capacité des cellules a s’agréger par leurs molécules d’adhésion. La technique la plus

couramment utilisée pour créer ces petits organes sphériques consiste a ensemencer les cellules
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dans une goutte de milieu suspendue a un support par capillarité, pour aider les cellules a
s’agréger avec la gravité : c’est la technique de la goutte suspendue. Des systémes de plaques
percees, permettant d’ensemencer les cellules et de changer le milieu d’un c6té, et a la goute de
se former au co6té opposé, sont commercialisées, par la société InSphero par exemple [617,
618]. Ce type de plaque a faible adhérence cellulaire est disponible en format 96 ou 384 puits,
permettant de produire de fagon reproductible un grand nombre de modeéles. De plus, la société
SYNTIVIA produit et commercialise des sphéroides d’épiderme, ou le mini-organe reproduit
la stratification de I’épiderme. Ce genre d’approche, combinant a priori les reconstitutions
structurelle et fonctionnelle, trouve surtout son utilité dans I’échantillonnage de molécules, plus

que dans la reconstruction des fonctions d’un organe [619].

Les systemes organ-on-a-chip sont des modeles a mi-chemin entre la culture classique en
2D et la modélisation 3D. Le principe est d’utiliser une chambre ou un bioréacteur perfuse, pour
reproduire une circulation par systeme microfluidique. Ces chambres ou bioréacteurs peuvent
étre de la taille d’une lame de microscopie, composés de deux compartiments separés par des
membranes semi-perméables et ensemencées avec des cellules de vaisseaux lymphatiques ou
sanguins pour recréer des modeles de capillaires [620, 621]. Pour aller plus loin, des modeles
de skin-on-a-chip proposent des compartiments pour intégrer un modele de peau, avec derme
et épiderme. Supplémenté par le systeme de microfluidique, le modele de peau vascularise
devient un modéle d’étude de la diffusion de substances au travers de I’épiderme et du derme,

et permet la mesure de leurs concentrations a la sortie du systeme circulatoire [453, 622, 623].

Ces modeéles, plus éloignés de I’aspect organotypique que nous privilégions, ont également
des objectifs différents des notres. La ou ces modeles vont essayer de reproduire a la perfection
une seule fonction de la peau, nous cherchons a en combiner plusieurs, non seulement pour
leurs intéréts dans le cadre d’un modele de détection, mais également pour I’étude de

I’interaction entre ces fonctions.
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6-3. Un outil d’étude de l'interaction neuro-immunitaire pour la recherche

académique

Notre modele réunissant systéme nerveux et systéme immunitaire a été jusqu’a présent
étudié par des techniques de dosages par ELISA ou d’imagerie par immunofluorescence. La
construction de notre systéme, par retournement successif de la matrice dermique, offre une
certaine maniabilité au modele de peau, avec les corps cellulaires des neurones directement en
dessous du derme, hors de la matrice qui le constitue. Pour déterminer I’activation de ces
neurones in situ, nous pouvons envisager d’utiliser I’imagerie calcique, pour les perspectives a
court terme ou la technique de patch-clamp, pour les perspectives a long terme [611, 624]. Cela
permettrait d’observer une action directe de I’application topique de composés se voulant
spéecifiques du systéme immunitaire ou du systéme nerveux. Une limitation de ce type
d’approche est que le modéle de peau ne peut pas étre réutilisable sur le long terme. Si un
neurone peut avoir une activité sporadique, en fonction des signaux percus, les MonoDCs de

notre modéle ne peuvent pas revenir du stade mature au stade immature.

En observant le modele par immunofluorescence, au niveau du dessous du derme, les
neurones présentent une organisation en pseudo-ganglions. Il existe des modeles de formation
de moelle épiniere a partir de neurones d’iPSCs, pour I’étude des facteurs trophiques nécessaire
a la différenciation des neurones spinaux [625]. Il serait possible d’induire une formation de
DRGs a partir des neurones sensoriels humains de notre modele pour étudier les facteurs
trophiques nécessaire a la polarisation des neurones sensoriels. De plus, nous pourrions
comparer |’efficacité d’innervation du modele de peau induite par I’ensemencement de

neurones dissociés ou de ganglions induits.
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7- Conclusion générale et perspectives a court terme

Ce projet de recherche se base sur la collaboration de deux laboratoires, le LOEX, avec le
Dr. Francois Berthod, et I'unit¢t CNRS UPR3572, avec le Dr Vincent Flacher. Une des
composantes les plus importantes de ma thése fut d’assurer la pérennité du modéle de peau
reconstruite au sein de ces deux laboratoires. La technique de différenciation des MonoDCs et
leur méthode d’analyse a été instauré au LOEX, pendant que la technologie de la création de
peau par génie tissulaire a été initié a I’'UPR3572.

Un transfert technologique de cette ampleur fait partie intégrante du processus de
recherche. Il permet de confronter les protocoles et analyses a des environnements matériels et
techniques différents, participant ainsi a la reproductibilité du modele. L’introduction de
nouvelles technologies dans un laboratoire est un processus long et peu productif en termes de
résultats pouvant étre intégrés a une thématique de recherche. Cependant, les résultats
interprétables obtenus ne proviennent ni d’un seul laboratoire, ni du travail d’une seule
personne, renforgant ainsi leur robustesse. De plus, I’introduction de nouvelles technologies
permet aux laboratoires d’envisager de nouvelles expérimentations et de diversifier ses travaux

de recherches.

Par exemple, le modele de peau tels qu’expérimenté ici, représente I’intégration d’un
systéme nerveux et d’un systeme immunitaire au sein d’un méme modele. Les cellules sont
stables et fonctionnelles pour la plupart. Les prochaines étapes, pour assurer la pérennité du
systeme dans les deux laboratoires, est d’optimiser cultures, stimulations et conditions

expérimentales pour caractériser au mieux notre systeme.

Il s’agit du premier modéle de peau reconstruite alliant tous ces systemes pour en étudier
I’interaction. Cette interdépendance pourrait s’observer en microcopie en « live », par
fluorescence. La monoculture nécessaire pour tous les types cellulaires, avant la leur ajout dans
le modele, permettrait de transfecter les cellules d’intérét (neurones ou MonoDCs) pour leur

faire produire des protéines fluorescentes (GFP, RFP, YFP).

Nous I’avons vu en intégrant les MonoDCs, le protocole de reconstruction de la peau
permet I’ajout de nouveaux types cellulaires. Pour la modélisation de pathologies, il ne s’agirait
pas d’ajouter de nouveaux types cellulaires mais d’en modifier la provenance. Choisir des
kératinocytes de patients psoriasiques ou atteints de dermatites atopique, serait un premier pas
dans la modélisation de ces pathologies. La technologie de reprogrammation des iPSCs nous
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Discussion

offre, pour des perspectives a long terme, la possibilité d’induire des banques de cellules
souches de patients. Ces iPSCs de patients pourraient étre différenciées en tous les types
cellulaires composants le modele. Cette perspective nous ouvre la porte de la médecine
personnalisée, avec un modele de peau pour chaque variation d’une méme pathologie. C’est ce

qu’on appel, le modéle « One Patient ».
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Annexes

LPS
100 ng/mL

Annexe 1

Observation au microscope confocale d’immunofluorescence de MonoDCs, aprés 5 jours de
différenciation a partir de monocyte et 24h de culture apres caractérisation en cytométrie en flux. Les
MonoDCs ont été placées dans les conditions non-stimulées (NS, a,b,c), stimulé avec 100ng/mL de
lipopolysaccharides (LPS, d,e,f), stimulé avec 5ug/mL de Substance P (SP, g, h, i) ou stimulé avec le
LPS et la SP (j, k, 1), pendant 24h de culture apres différenciation. Quelque-soit leur stade de
stimulation, les MonoDCs coexpriment NK1R et RAMPL. Barre d’échelle : 25um
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100 000 200 000

Eponge
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Immunofluorescence de coupes transversales de modeles de dermes, contenant seulement des
fibroblastes (F seul, a,b,c,d), comparés au derme contenant des fibroblastes et des cellules
endothéliales (F+E, e, f, g, h), en fonction du nombre de MonoDCs (HLA-DR®, en rouge)
ensemencées. Barre d’échelle = 50pum

Eponge
F+E

Annexe 2
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Annexe 3

Observation en microscopie confocale de surface de modeles de dermes, contenant seulement des
fibroblastes (F seul), comparée au derme contenant des fibroblastes et des cellules endothéliales (F+E),
pour 100 000 (A) ou 200 000 (B) MonoDCs (HLA-DR™) ensemencées. Les cellules endothéliales sont
visibles par I’expression du CD31 (en vert). Barre d’échelle = 50um.



A Arec SANS

Hydrecomtisone | Hydrocortisons

N3 T Cuked calulaing

1}::ﬁh_ 7 Culod ceflulaing

E;E:;ﬁLL a3 Culod cofiulaing
]

*'Ll'-gl?ﬂ o Culpd callulaire

Annexes

B oM | maom MepreOaP

5AME
Hy-Sreoorlisene
+LPg
SAME
Hydrocorivone
=iLPS
sGELDY

Annexe 4 : Migration des MonoDCs hors du modele de peau

Migration des MonoDCs hors du modele de peau (vascularisé avec un épiderme stratifié), stimulé
pendant 72h par 1pg/mL de LPS et/ou 250 ng/mL de CCL21, dans un milieu de culture avec ou sans
hydrocortisone. (A) Tableau récapitulatif de la présence ou de I’absence de cellules dans le surnageant
de culture a la suite de la stimulation. Seules les conditions de stimulation dans un milieu de culture
sans hydrocortisone permettent d’obtenir un culot cellulaire apres centrifugation des surnageants de
culture. (B) Immunofluorescence des cellules présentes dans les surnageant de culture aprés
stimulation. Les culots récoltés ont été placées sur lamelles recouvertes de poly-Lysines pour la
réalisation du marquage. Les deux conditions présentées sont les seules qui contenaient encore des

cellules observables en microscopie.



Annexes

Annexe 5 : Protocole de différenciation d’iPSCs humain en DCs

iPS-derived-Dendritic Cells Protocol

Protocole de base : Wai Feng Lim and al. 2011, GeneTherapy [626]
STEP1 : Différenciation des iPS en lignée hématopoiétique

- Co culture avec des cellules OP9 (stroma murin cell line) a confluence, ajouter les iPS dans
du a-MEM +20%SVF, entretient pendant 14-18 jours

DECOLLEMENT : PBS + 0,25%Trypsine + 0,1% collagénase type IV + 0,1% DNase Type |
STEP?2 : Différenciation de la lignée hématopoiéetique en Monocytes

- Sélection des cellules différenciées hématopoiétiques : Une fois les cellules décollées, les
réensemencées ON a 37°C et récupérer les cellules flottantes et faiblement adhérées. Filtré a
100um et réensemencer

- Différenciation en milieu de culture contenant GM-CSF (100ng/mL) + M-CSF (50ng/mL)
pendant 10-14 jours

STEP3 : Différenciation Monocytes en Dendritic Cells

- RPMI 1640 complet + GM-CSF (100ng/mL) + IL-4 (10ng/mL) pendant 3-7 jours

Protocole modifié et adapté gréace a :

- Vodyanik, M.A. and al. 2005, Blood [600]
- Kambal, A. and al. 2011, Molecular Therapy [601]

STEPL1 : Différenciation des iPS en lignée hématopoiétique

- Co culture avec des cellules OP9 (stroma murin cell line) a confluence, ajouter les iPS
(1,5.10° dans 20mL ou 0,3.10° cellules dans 4mL pour un puit de plaque 6 puits) dans du a-
MEM +20%SVF, entretient pensant 14 jours avec changement de la moitié du milieu tous les
3 jours.

- Vodyanik, M.A. and al. 2005, Blood : Milieu a-MEM + 10%SVF + 100uM
monothioglycerol (MTG; Sigma, St Louis, MO)

- Kambal, A. and al. 2011, Molecular Therapy : Milieu a-MEM + 10%SVF + 50 ng/ml bone
morphogenetic protein-4

DECOLLEMENT : Collagénase IV a 1 mg/mL dans a-MEM pendant 20 minutes 37°C suivit d’un
traitement 0.05% trypsin-0.5mMEDTA 15 minutes 37°C

STEP2 : Différenciation de la lignée hématopoiétique en Monocytes

- Vodyanik, M.A. and al. 2005, Blood : Positive selection of CD34" cells by magnetic
sorting
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A single-cell suspension from days 8 and 9 of hES cell/OP9 cocultures was labeled with CD34
paramagnetic monoclonal antibodies (mAbs) using Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit
(Miltenyi Biotech, Auburn, CA) as recommended by the manufacturer and processed through an LS*
separation column attached to a Midi-MACS separation unit (Miltenyi Biotech) to obtain the magnet-
retained fraction of purified CD34" cells. Purity of isolated CD34" cells, as determined by flow
cytometry, was generally more than 95% at a single column run, and cell viability, as evaluated by
trypan blue exclusion, was always higher than 95%.

- Kambal, A. and al. 2011, Molecular Therapy :

Single-cell suspensions from the hESC and iPSC OP9 cocultures were labeled with CD133 magnetic
antibodies using a Direct CD133 microbead isolation kit (Miltenyi Biotech) and processed through
two LS separation column. CD133+ cells (2 x 105-3x 105 cells/well) and CB CD34+ cells were
cultured, separately, in 35 mm dishes with semisolid Methocult media containing a cocktail of

cytokines specific for myeloid differentiation (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada).

- Méthode gardée (pour les premiers tests) :

Sélection des cellules différenciées hématopoiétiques : Une fois les cellules décollées, les
réensemencées toute la nuit a 37°C et récupérer les cellules flottantes et faiblement adhérées. Filtré a
100pum et réensemencer.

o 3 millions dans 6w dans RPMI 1640 (comme PBMC)
Différenciation en milieu de culture contenant GM-CSF (100ng/mL) + M-CSF (50ng/mL) pendant
10-14 jours

Protocol alternatif : Yanagimachi, M.D. and al. 2013, PlosOne [547]
STEP3 : Différenciation Monocytes en Dendritic Cells

- 3.10° iPS-derived-Monocytes dans 4mL de RPMI 1640 complet + GM-CSF (100ng/mL) +
IL-4 (10ng/mL) par puits de plaque 6puits pendant 5 jours avec ajout de 1mL de milieux a j3

Milieu de culture :
https://www.stemcell.com/products/alpha-mem-without-nucleosides.html
Alpha MEM without Nucleosides, StemCells Technologies, Cat : 36453
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Annexe 6 : Les cellules de Schwann produisent la protéine de base de la myéline et interagissent
avec les neurones sensoriels humains dérivés des iPSC.

Pour se rapprocher de notre contréle, les neurones sensoriels murins (DRG) qui ont déja des cellules
de Schwann fonctionnelles (b,c,d) capables de produire la protéine de base de la myéline (Myeline
Basic Protein, MBP), des cellules de Schwann murines ont d'abord été ajoutées aux neurones humains
dérivés d’iPSCs, puis des cellules de Schwann différenciées des mémes iPSCs ont été ajoutées aux
neurones humains. La coloration par immunofluorescence sur un modele de peau innervée montre
I'interaction entre les cellules de Schwann murines (S100), qui expriment la MBP (f,g,h), et les
neurones sensoriels humains (e,h). Cependant, méme les cellules de Schwann humaines restent
proches des neurones (l,j,i), elles produisent peu de MBP au niveau des axones (K, i). La MBP n'est
pas observée lorsque les neurones dérivés d’iPSCs sont ensemencés seuls sans cellules de Schwann
(m,n,n,o,p). Barre d’échelle : 100um
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Nom | Nom commercial Fournisseur | Référence |Quantité| Prix (€) Prix du produit | Pour 800000 neurones (1 éponge)
Consommables pour la différenciaiton en neurones Par mL| Par pg | mL utilisés|ug utilisés| Prix (€)

Neurobasal Medium (1X)
neurobasal (-) L-Glutamine

(-) Phenol Red thermofisher |12348-017 (500 mL 62,75 4,1415
N2 N2-supplement (100X) thermofisher |17502-048 |5 mL 66,50 8,778
B27 B27-supplement (50X) thermofisher [12587-010 |10 mL 115,00 15,18
Bet-Mercapto 2-Mercaptoethanol 1000X thermofisher [21985-023 |50 mL 6,01 0,00072721
Rock-inhibitor Y-27632 dihydrochloride abcam ab120129 |10 mg 279,00 0,00147312
alanyl-glutamine 200 mM L-alanyl-L-glutamine corning 25-015-Cl 100 mL 37,45 0,123882]
MEM non essential amino-acid [MEM NEAA (100X) thermofisher |11140-050 |100 mL 18,38 0,060654]
trace element A Trace Element A 1000X corning 25-021-CI 100 mL 47,55 0,0156915|
trace element B Trace Element B 1000X corning 25-022-Cl 100 mL 47,55 0,0156915
trace element C Trace Element C 1000X corning 25-023-Cl 100 mL 50,95 0,0168135]
SB431542 SB431542 sigma S4317-5mg |5mg 165,50 0,3536( 0,01170416|
LDN SMLO559-

LDN193189 sigma 5mg 5mg 84,70 0,0012| 0,000020328|
CHIR SML1046-

CHIR99021 sigma 5mg 5mg 84,50 0,0205( 0,00034727|
DAPT DAPT (GSI-IX) Selleckchem [S2215 10mg 117,00 0,3244( 0,00379548|
BDNF Recombinant Human BDNF peprotech 450-02 100 pug 820,00 0,0384 0,31488|
GDNF Recombinant Human GDNF peprotech 450-10 100 ug 820,00 0,096 0,7872
NGF 11050HNA

r. Hum. b-NGF mous thermofisher [C250 250 ug 490,00 0,09 0,1764]

Consommables pour la différenciaiton en cellules de Schwann Prix TOTAL Consommables
) STEMCELL Pour 800 000 neurones 30

mTeSR medium . ,

mTeSR™1 Technologies |85850 500 mL 299,00 (1éponge)
minimum essential medium |MEM a, nucleosides thermoficher (12571063 500 mL 99,00
STEMdiff Apel medium . . STEMCELL_

STEMdiff™ APEL™2 Medium Technologies |5270 100 mL 139,00
PDGF-bb PDGF-BB Recombinant Human Protein [thermoficher |PHG0041 100 pg 754,00
BFGF Recombinant Murine FGF-basic peprotech 450-33 1mg 1100,00

) from Coleus forskohlii, 298% (HPLC),

Forskolin .

powder Sigma F6886-25MG |25 mg 491,50

Recombinant Human
NRG1 NRG1-beta 1/HRG1-beta 1

EGF Domain Protein R&D System |396-HB-050 |50 pg 351,00

Consomable pour la culture
Geltrex Geltrex thermofisher [A1413302 |5mL 183,00
accutase Stempro accutase thermofisher [A11105-01 |100 mL 46,01
TOTAL 6 775,35

Annexe 7 : Devis

Devis récapitulatif a I’achat des consommables nécessaire a la différenciation des iPSCs en neurones
et cellules de Schwann. Un devis approximatif a I’obtention de 800 000 neurones dérivés d’iPSCs a
été établis en fonction de la consommation des milieux de cultures et additifs. Le nombre 800 000
neurones correspond a la quantité de neurones nécessaires pour ensemencer une éponge.
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Cutaneous innervation is increasingly recognized as a major element of skin physiopathology through the
neurogenic inflammation driven by neuropeptides that are sensed by endothelial cells and the immune system.
To investigate this process in vitro, models of innervated tissue-engineered skin (TES) were developed, yet
exclusively with murine sensory neurons extracted from dorsal root ganglions. In order to build a fully human
model of innervated TES, we used induced pluripotent stem cells (iPSC) generated from human skin fibrob-
lasts. Nearly 100% of the iPSC differentiated into sensory neurons were shown to express the neuronal mark-
Keywords: ers BRN3A and p3-tubulin after 19 days of maturation. In addition, these cells were also positive to TRPV1
Skin and neurofilament M, and some of them expressed Substance P, TrkA and TRPA1. When stimulated with
Axonal migration molecules inducing neuropeptide release, iPSC-derived neurons released Substance P and CGRP, both in con-
Substance P ventional monolayer culture and after seeding in a 3D fibroblast-populated collagen sponge model. Schwann

gx?hlii d plurinotent stem cells cells, the essential partners of neurons for function and axonal migration, were also successfully differentiated
TRPVI prurip from human iPSC as shown by their expression of the markers S100, GFAP, p75 and SOX10. When cultured

for one additional month in the TES model, iPSC-derived neurons seeded at the bottom of the sponge formed
a network of neurites spanning the whole TES up to the epidermis, but only when combined with mouse or
iPSC-derived Schwann cells. This unique model of human innervated TES should be highly useful for the
study of cutaneous neuroinflammation.
Statement of Significance

The purpose of this work was to develop in vitro an innovative fully human tissue-engineered skin en-
abling the investigation of the influence of cutaneous innervation on skin pathophysiology. To reach that aim,
neurons were differentiated from human induced pluripotent stem cells (iPSCs) generated from normal hu-
man skin fibroblasts. This innervated tissue-engineered skin model will be the first one to show iPSC-derived
neurons can be successfully used to build a 3D nerve network in vitro. Since innervation has been recently
recognized to play a central role in many human skin diseases, such as psoriasis and atopic dermatitis, this
construct promises to be at the forefront to model these diseases while using patient-derived cells.

©2018.

1. Introduction through the release of neuropeptides. This process induces microvas-

cular vasodilation and an increase in vascular permeability, along with

Although the primary purpose of cutaneous sensory innervation is
the perception of sense of touch, pain and temperature, it also plays
a major role in skin physiology and pathology. Indeed, sensory neu-
rons are able to trigger a neurogenic inflammation upon stimulation
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immune cells chemotaxis and activation [1]. Consequently, neuronal
triggering is intimately combined with the local innate immune re-
sponse early after an injury to promote tissue inflammation. More-
over, it has more recently been shown that sensory neurons are also
involved in the direct recognition of pathogens through the same mol-
ecular pathways as immune cells, such as Toll Like Receptors (TLRs)
[2]. The density of cutaneous innervation as well as the high speed
of neural action potentials constitute major advantages for the detec-
tion of danger signals. Thus, the in vitro development of a human skin
integrating a nerve network represents an essential first step towards
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detailed studies on the interaction of nociceptor neurons with endothe-
lial and immune cells and the regulation of neurogenic inflammation.
We previously created an innervated TES including sensory neurons
obtained from mouse embryos. These neurons were cultured under-
neath the tissue and were shown to build a dense nerve network that
reached the epidermis through the whole thickness of the dermal com-
partment [3,4]. Neurons released neuropeptides such as SP that was
shown to enhance reepithelialization in an in vitro model of wound
healing [5]. Whereas murine neuropeptides successfully activated hu-
man cells, their animal origin in a human tissue-engineered skin model
could be a limitation for further studies, all the more that dorsal root
ganglion neurons are extracted at an early embryonic developmental
stage (E12 to E14). To develop a more reliable innervated skin model,
the use of human sensory neurons is highly desirable, especially for
cosmetic research and development in Europe where the use of animal
cells is banned.

Fortunately, the technology allowing the differentiation of neu-
ronal cells from human skin fibroblasts induced to become pluripotent
stem cells (iPSC) is now widely available [6].

Some research groups succeeded in differentiating iPSC into sen-
sory neurons, albeit with low degrees of purity and cell yields, and
these studies did not attempt to create tridimensional networks [7-14].
To study neurogenic inflammation, it is crucial that the sensory neu-
rons differentiated from human iPS cells express the transient recep-
tor potential cation channel subfamily (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TR-
PA1) that regulate neuropeptides release [15]. Indeed, a challenge
with hot temperature or irritant compounds like capsaicin or eugenol
should drive activation of TRPVs and subsequent release of neuropep-
tides, mainly Substance P (SP) and Calcitonin gene-related peptide
(CGRP), from peptidergic sensory neurons. Moreover, sensory neu-
rons should express the tropomyosin receptor kinase A (TRKA) re-
sponsible for the binding to nerve growth factor (NGF), necessary for
their survival [12].

Here, we propose a complete method to differentiate pure, func-
tional sensory neurons and Schwann cells from human iPSCs and their
combination in a 3D culture system to generate a fully human tis-
sue-engineered skin model. It will be a highly valuable tool to study
in vitro the relationship between human sensory nerves and skin phys-
iopathology.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

All human cells used in this work were obtained with informed
consent from the donors; The study was approved by the CHU de Que-
bec-Université Laval research ethics review board.

Fibroblasts and keratinocytes were isolated from human skin biop-
sies after breast reductive surgeries as previously described [16].

Human keratinocytes were cultured in flasks on a feeder layer
of irradiated 3T3 mouse fibroblasts in DHc medium consisting of
a 3:1 ratio of DMEM/Ham's F12 (Gibco, Gaithersburg, MD) with
36.54mM NaHCO3 (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ), 0.18mM L-ade-
nine (Millipore Sigma, Oakville, Canada), 312.5ul/l 2N HCL (Fisher
Scientific, Ottawa, Canada) and supplemented with 5% HyClone Fe-

talClone II (Hyclone, Logan, UT), 2.5pg/mL insulin (Millipore
Sigma), 0.2 pg/mL hydrocortisone (Millipore Sigma), 10"'"M cholera
toxin (ICN Biochemicals, Costa Mesa, CA), 10ng/mL human epider-
mal growth factor (Austral Biologicals, San Ramon, CA), and antibi-
otics.

Human microvascular endothelial cells were extracted from fore-
skin as previously described [17] and grown in endothelial growth
medium EBM-2 (Lonza, Mississauga, Canada).

Mouse DRG were extracted from E12.5 mice as previously de-
scribed [3] and cultured in DME medium (Gibco) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (Wisent, St-Bruno, Canada) and with
10ng/mL NGF (Sino Biological, Atlanta, GA), and were cultured in
same conditions as iPS-derived neurons to serve as controls. All an-
imal experiments were approved by the CHU de Quebec-Université
Laval animal care committee following the guidelines of the Canadian
Council on Animal Care.

2.2. Differentiation of iPS cells into sensory neurons:

The iPS cells were obtained from the iPS-Quebec platform of the
CHU de Québec-Université Laval research center. They were derived
from 2 different human skin fibroblast cell lines and from one hu-
man peripheral blood mononuclear cell line. The iPS cells were repro-
grammed with the CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit
(Invitrogen, Carlsbad, California).

Differentiation into sensory neurons was performed following a
protocol modified from reference [14]: iPS cells were passaged with
Stempro accutase (Gibco) added with 5uM Y-27632 (Abcam,
Toronto, Canada), diluted in DMEM-F12 medium containing 25 pg/
ml of penicillin-gentamycin (Sigma Chemicals) without serum. Cells
were plated on Geltrex (Gibco) coating (1:200 dilution) in a 6 wells
plate at a density of 90,000 cells/cm” and passaged at confluency with
Stempro accutase and 5SpuM Y-27632and. From day 0 to day 11 of
differentiation, cells were cultured in a DMEM F12 : neurobasal A
medium (Gibco) (vol:vol) supplemented with 2% B-27 (Gibco), 1%
N2 supplement (Gibco), 0.0l mM p-mercaptoethanol (Gibco), 50 pug/
mL ascorbic acid (Sigma Millipore), S5uM Y-27632, 1%
L-alanyl-L-glutamine (Corning, New-York, NY), 1% MEM non-es-
sential amino acids (Gibco), 0.1% trace elements A, 0,1% trace el-
ements B, 0,1% trace elements C (Corning). From day 0 to day 5
of differentiation, medium was supplemented with 40 uM SB431542,
0.2uM LDN193189 and 3 uM CHIR99021 (Sigma Millipore). From
day 5 to day 7 of differentiation, medium was supplemented with
3uM CHIR99021. From day 9 to day 11 of differentiation, medium
was supplemented with 10 uM DAPT (Selleck Chemicals LLC, Hous-
ton, TX). At day 11, cells were passaged with Stempro accutase and
SuM Y-27632 and plated on 1pg/ml Poly-D-lysine (Sigma Milli-
pore) coated wells for 2D tests. Cells were seeded at 300,000 cells/
cm? for purity tests, at 600,000 cells/cm? per well for ELISA tests
and at 10°cells/3.6 cm® when seeded over the 3D sponge model. For
the quantification of the sensory neuron purity, cells were seeded
on poly-D-lysine surface in a 24-wells plate and the ratio of f3Tub/
BRN3A positive cells versus the number of unstained but Dapi-pos-
itive cells at day 18 was quantified using an axio imager M2 micro-

Fig. 1. Characterization by immunofluorescence of iPSC-derived neurons cultured in 2D and in 3D. Cells were stained by immunofluorescence for POU class 4 homeobox 1
(BRN3A), Neuronal Class IIT -Tubulin (33Tub), substance P (SP), tropomyosin receptor kinase A (TRKA), transient receptor potential cation channel member A1 (TRPA1), neu-
rofilament medium (NFM), transient receptor potential cation channel subfamily V1 (TRPV1) and receptor activity modifying protein 1 (RAMP1). For 2D staining (A,C,E,G), cells
were seeded at a density of 300,000 cells/em? on poly-D-lysine coated wells and matured until day 18. For 3D staining (B,D,F,H-J), neurons were cultured in the fibroblast-populated
sponge for 19 days and pictures were taken from an above view of the sponge. Scale bar A-H=20 pm, I-J=100 pm.
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Fig. 2. Quantification of SP and CGRP release from iPSC-derived and mouse DRG neurons upon TRP stimulation. Substance P (SP; A-D) and calcitonin gene-related peptide
(CGRP; E-H) released from iPSC-derived neurons (used after 19 days of maturation) (A,C,E,G) or mouse DRG neurons (B,D,F,H) were quantified by ELISA after stimulation with
65nM potassium chloride (KCl, induces neuronal depolarization), 10 uM capsaicin (CAP, ligand for TRPV1), 100nM resiniferatoxin (RES, ligand for TRPV1), 1 mM eugenol (EUG,
ligand for TRPV1,2,3) (except in D,H), 100 uM allyl isiothiocyanate (AITC, ligand for TRPAT), 100 ng/ml NGF (ligand for TrkA) cultured in monolayer (2D) or after seeding in a
fibroblast-populated sponge (3D). Data are displayed as mean+ standard error of the mean (*p<0401; wp<0.001; W‘p<040001, n=>5to 21).
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Fig. 3. Characterization by immunofluorescence of iPSC-derived Schwann cells cultured in 2D. Human iPSC-derived Schwann cells (A-D) or mouse Schwann cells (E-H) were
stained in 2D with the specific markers S100 (in red; A,E), GFAP (in green; B,F), P75 (in green; C,G) and SOX10 (in red; C,G). Schwann cells derived from iPSC (stained in white
with GFAP) were cocultured with iPSC-derived neurons (stained in green with NFM) for 18 days (D,H). Scale bar=20 um. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

mSN{+mSC)

IPSC-5N + mSC IPSC-5N + iP5C-5C

Fig. 4. Characterization by immunofluorescence of the capacity of the iPSC-derived neurons to form a 3D nerve network in the tissue-engineered skin. The human reconstructed skin
model made of keratinocytes (stained in green with Keratin 14), fibroblasts and mouse (A) or iPSC-derived (B-D) neurons (stained in red with f3Tub) was cocultured or not (B) with

mouse (C) or iPSC-derived Schwann cells (D). Scale bar=50 pm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)
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scope (Zeiss, Toronto, Canada). Experiment was done in sextuplicates
and 6 fields per well were evaluated using a 40x lens.

2.3. Differentiation of iPS cells into Schwann cells.

Differentiation of iPSC into Schwann cells was performed follow-
ing a protocol modified from reference [18]. Up to day 6, iPS cells
were cultured in the same conditions than for sensory neuron differen-
tiation in order to reach a neuronal precursor commitment. Then, cells
were dissociated with accutase supplemented with 5uM Y-27632
and plated on a 9.6 cm? Geltrex coated well (1:200 dilution in cold
DH medium) at a density of 130,000 cells/cm? in the day 7 medium
from sensory neuron differentiation. At day 7, cells were cultured
in minimum essential medium (STEMCELL Technologies, Vancou-
ver, Canada) with 1% N2 supplement, 1 mM f-mercaptoethanol, 5 pM
Y-27632, 1% L-alanyl-L-glutamine, 1% MEM non-essential amino
acids (Gibco), 0.1% trace elements A, 0.1% trace elements B, 0.1%
trace elements C. From day 8 to day 11, B-mercaptoethanol was re-
moved and 35ng/ml retinoic acid (Sigma Millipore) was added to
the medium with 1% B27 supplement without vitamin A. At day 12,
cells were passaged with accutase and plate on 1 pg/ml Poly-D-lysine
coated well at a density of 50,000 cells/cm®. From day 12 to day 26,
cells were cultured in STEMdiff Apel medium (STEMCELL Tech-
nologies) supplemented with 1% N2 supplement, 1% B27 supplement
without vitamin A, 5uM Y-27632, 5uM Y-27632, 1% L-alanyl-L-glu-
tamine, 1% MEM non-essential amino acids, 0.1% trace elements A,
0.1% trace elements B, 0.1% trace elements C, 5ng/ml PDGF-bb,
(Gibco), 10ng/ml PFGF (Feldan, Quebec City, Canada), 14uM
forskolin (Sigma Millipore), 192ng/ml NRGI (R&D System,
Oakville, Canada). From day 26 until the end of the 2D culture,
Schwann cells were maintained in DH medium supplemented with
10% FBS, 5uM forskolin, 50ng/ml NRG1, 1% N2 supplement, 1%
L-alanyl-L-glutamine. Schwann cells were cultured with 0.25nM goat
anti-rabbit IgG (Electron microscopy sciences, Hatfield, PA) for
3 days before seeding cells on sponges [19]. For 2D coculture (Fig.
3D,H), 300,000 iPS Schwann cells were seeded with 600,00 iPS sen-
sory neurons in 24-well plates. Cells were maintained in DMEM F12
: neurobasal A medium (vol:vol) supplemented with 1% B-27, 1% N2
supplement, 50 ug/mL ascorbic acid, 1% L-alanyl-L-glutamine, 20 ng/
mL BDNF (Sino Biological), 10ng/mL GDNF (Sino Biological) and
10ng/mL NGF, 0.2 pgmr1 hydrocortisone, 2.5 pgmr1 insulin. Cells
were cultivated 18 days before fixation.

2.4. Cell purity quantification

To quantify the proportion of iPS cells effectively differentiated
into sensory neurons, neurons at day 11 were seeded at a density of
300,000 cells/cm? in 24-wells plates on poly-D-lysine surface (n=6)
and cultured as previously described for 7days. Cells were fixed with
PFA 4% and cell purity was assessed using a Zeiss axio imager M2
microscope. Purity was determined by quantification of the ratio of
B3Tub/BRN3A positive cells compared to the number of Dapi-posi-
tive cells (Supplemental Fig. S2). For each well, 6 fields were eval-
uated using a 40x lens. The same method was performed for assess-
ing Schwann cell purity by calculating the ratio of S100-positive cells
over the number of Dapi-positive cells.

2.5. Preparation of the tissue-engineered 3D skin model

Collagen sponges were prepared as previously described [20] and
seeded with 800,000 human fibroblasts alone (for ELISA tests) or in

combination with 800,000 endothelial cells (for all other conditions)
and cultured in DME (Life Technologies) supplemented with 10% fe-
tal calf serum (FCS) mixed 1:1 (vol:vol) with EBM2 (Lonza, Missis-
sauga, Canada) and 50 pg/mL ascorbic acid for 7 days. Then, 400,000
fibroblasts (for ELISA tests) or in combination with 400,000 endothe-
lial cells (for all other conditions) were seeded on the opposite side
of the sponge. After 3 days, Schwann cells from mouse sciatic nerves
[20] or derived from human iPSC were seeded (only when speci-
fied) at a density of 1 million per sponge on top of the sponge. All
samples (with or without Schwann cells) were cultured for 7days in
DMEM-F12 medium supplemented with 10% FBS, 5uM forskolin,
50ng/ml NRG1, 1% N2 supplement, 1% L-alanyl-L-glutamine.

One million of iPS-derived sensory neurons matured for 11 days
were then seeded on the opposite side (versus Schwann cells) of
the sponge and cultured for two days in DMEM F12:neurobasal A
medium (vol:vol), supplemented with 1% B-27, 1% N2 supplement,
50 pg/mL ascorbic acid, SuM Y-27632, 10uM DAPT, 20ng/mL
BDNF (Feldan) and 10ng/mL GDNF. The sponge was matured 6 ad-
ditional days in DMEM F12, neurobasal A medium vol:vol, supple-
mented with 1% B-27, 1% N2 supplement, 50 pg/mL ascorbic acid,
5uM Y-27632, 20ng/mL BDNF (Sino Biological), 10ng/mL GDNF
(Sino Biological) and 10 ng/mL NGF.

Sponges were flipped upside down and 1 million of human ker-
atinocytes were seeded on top of sponge (opposite side to neurons) un-
der immersion in the culture medium. Samples were cultured 7 days
in DMEM-F12 with 5% Hyclone serum supplemented with 20 ng/mL
BDNF (Feldan), 10ng/mL GDNF, 10ng/mL NGF, 50 pg/mL ascorbic
acid, 0.2pgml ™! hydrocortisone, 2.5 pgml " insulin, 10ng/mL human
epidermal growth factor and 107" M cholera toxin. Then, sponges
were lifted up at air-liquid interface to promote keratinocyte differen-
tiation for 17 days in the same medium but without EGF.

2.6. ELISA analyses

To quantify SP and CGRP secretion with Elisa kit (Phoenix Phar-
maceuticals), sensory neurons differentiated from iPSC or extracted
from mouse DRG were seeded at a density of 600,000 and
300,000 cells/cm? respectively in 24-well plates coated with
poly-D-lysine. For ELISA quantification of the 3D tissue supernatants,
sponges were seeded with 1 million sensory neurons derived from
iPS or from DRG and were washed twice with DMEM-F12 without
serum before treatment. For 2D or 3D tests, medium was replaced
with 150 ul or 400 ul of DMEM-F12:Neurobasal A medium (vol:vol)
pH 6.2, respectively. Capsaicin (Sigma Millipore) was dissolved in
ethanol 99% for a final concentration of 10 uM. Cells were exposed
with capsaicin or KCl (Fisher Chemical, Ottawa, Canada) for 5 min or
with AITC (Sigma-Millipore), eugenol (Sigma Millipore) or NGF for
10 min before removing the supernatant for Elisa tests or fixation with
PFA 4% for immunostaining.

2.7. Immunofluorescence

Cells were fixed with 4% cold PFA for 20min at 4°C, washed
twice with cold phosphate-buffered saline (PBS) (composed of
137mM NaCl, 2.7mM KCIl, 10mM Na,HPO,, 1.8mM KH,PO4)
(Fisher Chemical), then incubated in immunofluorescence staining
buffer, containing PBS, 0.3% triton X-100 (Biorad, Mississauga,
Canada) and 5% serum, for 20 min at room temperature. Cells were
stained overnight at 4 °C with primary antibodies diluted in immuno-
fluorescence staining buffer and were washed with PBS for 5min
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then incubated for 1h at room temperature with secondary antibod-
ies (1:500 dilution) in immunofluorescence staining buffer and finally
were washed with PBS before mounting with fluoromount G with
Dapi (Electron microscopy Sciences, Hatfield, PA).

The antibodies used were: mouse anti-B3Tub (1:1000; Biolegend,
San Diego, CA), rabbit anti-BRN3A (1:500; Millipore Sigma), mouse
anti-substance P (1:1000; Abcam), goat anti-TRKA (1:200; R&D Sys-
tem), rabbit anti-TRPA1 (1:200; Abcam), sheep anti-TRPMS8 (1:100;
Novus Biologicals, Oakville, Canada), mouse or chicken anti-NFM
and anti-NFH (1:500; Millipore Sigma), rabbit anti-TRPV1 (1:200;
Novus Biologicals), goat anti-RAMP1 (1:50; Santa Cruz, Missis-
sauga, Canada), rabbit anti-P75 (1:200; Abcam), rabbit or mouse
anti-S100 (DAKO cytomation, Santa Clara, CA), mouse anti-MBP
(1:500; R&D System), mouse anti-SOX10 (1:500; R&D System),
mouse anti-GFAP (1:500; Millipore Sigma), rabbit anti-GFAP
(1:1000; Abcam), Alexa fluor 488 goat anti-rabbit (1:500; Invitrogen),
Alexa fluor 594 goat anti-mouse (1:500; Invitrogen), Alexa fluor 594
goat anti-rabbit (1:500; Invitrogen), Alexa fluor 488 goat anti-mouse
(1:500; Invitrogen), Alexa fluor 647 donkey anti-sheep (1:500; Invit-
rogen), Alexa fluor 647 or 488 donkey anti-chicken (1:500; Invitro-
gen), Alexa fluor 555 donkey anti-mouse (1:500; Invitrogen), Alexa
fluor 488 donkey anti-rabbit (1:500; Invitrogen).

2.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using one-way ANOVA.
Post-Hoc test were conducted using Bonferroni correction (a=0.05).
The differences were considered significant at p<0.05. Results were
expressed as mean+standard error of the mean (SEM).

3. Results

3.1. Sensory neurons were differentiated from human iPS cells with
high purity, high yield and expressed specific markers

Human fibroblasts-derived iPSCs cultured on Geltrex-coated
6-well plates (2D culture) were allowed to differentiate for 22 days
and were stained with specific markers for sensory neurons to con-
firm their identity. Based on the expression of BRN3A (a transcrip-
tion factor expressed in the developing sensory neurons [21,22], neu-
rofilament M (NFM, 150kDa [23]) and TRPV1, the optimal matura-
tion time was observed at day 19, and was followed by a decrease in
the number of cells at day 22 (Supplemental Fig. SIA-O). Mouse dor-
sal root ganglion (DRG)-derived sensory neurons expressed the same
markers in a similar pattern (Supplemental Fig. SIP-R).

To determine the proportion of iPS-derived cells that were effi-
ciently differentiated into sensory neurons, cells were double-stained
for BRN3A, and f3Tub (staining for BIII-tubulin, a generic marker of
neurons [24]). Immunfluorescence images showed that nearly 100%
(98.9% = 1.35, n=6) of cells were positive for both markers
(Supplemental Fig. S2). Over the whole maturation period, iPSC
growth resulted in a 65+ 15-fold increase (n=10) in the number of
cells differentiated into sensory neurons, as compared to the initial
number of iPSC seeded. This high yield, as compared to the original
protocol by Maury et al. [14] might be explained at least in part by
a more potent growth of cells as monolayer culture instead of neu-
rospheres. Moreover, the culture medium was supplemented by addi-
tional nutrients. And accutase, a mild digestive enzyme, was used in-
stead of trypsin, allowing a more efficient cell recovery for cell har-
vesting/replating.

At day 19, in addition to BRN3A and p3Tub, some of the differen-
tiated cells expressed the neurofilament M and SP. In addition, most
cells were positive to TRPV1 and TRPA1, with some of them express-
ing TrkA (the receptor for NGF) (Fig. 1A,C,E,G).

To incorporate the iPSC-derived neurons into the 3D model, it was
not possible to first fully differentiate the neurons in 2D for 19 days,
and then seed them over the sponge. Indeed, since mature neurons al-
ready displayed long neurites at day 19, their enzymatic digestion in-
duced massive cell death precluding their use for 3D seeding. To over-
come this limitation, iPSC-derived neurons were passaged with accu-
tase at day 11 of differentiation (before neurite outgrowth) and seeded
on the sponge 3D model. To confirm that the differentiation of the
sensory neurons between day 11 and day 19 was as efficient in 3D as
in 2D, the expression of neuronal markers was assessed by immuno-
fluorescent staining of whole sponges, followed by en-face imaging.
A similar pattern of expression of the markers BRN3A, f3Tub, SP,
NFM, TrkA and TRPA1 was observed, along with Ramp1l (a CGRP
receptor) (Fig. 1B,D,F,H).

In addition, since these neurons can be maintained in 3D culture
for a much longer time, numerous nerve fibers were observed after
49 days of culture to express the neurofilament H (200kDa), which is
a marker of larger caliber and more mature axons [25]. In addition,
most of these NFH-positive fibers also expressed SP (Supplemental
Fig. S3).

Interestingly, iPSC-derived neurons showed a tendency to aggre-
gate together into ganglion-like clusters from which large bundles of
neurites elongated, in contrast with mouse DRG neurons that were
homogeneously distributed beneath the sponge (Fig. 11,J). Of note, a
similar cluster formation was reported with iPSC-derived sensory neu-
rons cultured in 2D after 2 weeks in culture [26]. The non-peptider-
gic marker P2X3 was not detected in 2D and 3D cultures (Data not
shown).

3.2. TRP agonists trigger SP and CGRP release from iPSC-derived
Sensory neurons

In order to test the capacity of the iPSC-derived sensory neurons to
induce neurogenic inflammation, their potential to release neuropep-
tides upon TRPV activation was investigated and compared to mouse
DRG neurons in conventional 2D culture as well as in 3D culture into
the sponge (only populated with fibroblasts).

The TRPV1 agonists resiniferatoxin (at 100nM) induced a signifi-
cant increase in the release of SP from iPSC-derived neurons cultured
in 2D compared to control (p<0.0001; n=13), while the effect of cap-
saicin (at 10 uM) was not significant (Fig. 2A). Moreover, eugenol (at
1 mM), an agonist of TRPV1, 2 and 3 induced a significant increase
of SP release (p<0.0001; n=14), as well as NGF (at 100ng/ml), the
agonist of TrkA (p<0.01; n=16). KCl (at 65 mM), which induces neu-
ronal depolarization independently of receptors, promoted the most
potent rise of SP release (p<0.0001; n=16) (Fig. 2A). Of note, al-
though TRPA1 was detected by immunofluorescence staining, expo-
sure to its agonist AITC (300 uM) did not result in a significant differ-
ence of SP secretion. As a control, 2D culture of mouse DRG neurons
showed significant increases of SP release upon stimulation with cap-
saicin (p<0.0001; n=5), resiniferatoxin (p<0.0001; n=6), eugenol
(p<0.01; n=6) and treatment with KCL (p<0.0001; n=6) (Fig. 2B).

When cultured in 3D in a fibroblast-populated sponge, iPSC-de-
rived neurons released significantly higher amount of SP after stimu-
lation with capsaicin (p<0.0001; n=17) and KCI (p<0.001; n=16),
while resiniferatoxin, AITC and NGF did not have an effect (Fig.
2C). Stimulation of mouse DRG neurons in the same 3D culture scaf-
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fold produced significantly higher levels of SP upon treatment with
capsaicin (p<0.01; n=6), resiniferatoxin (p<0.001; n=5) and KCl
(p<0.0001; n=7) (Fig. 2D).

The secretion of CGRP by iPSC-derived neurons was significantly
enhanced by eugenol (p<0.0001; n=18), AITC (p<0.001; n=18),
NGF (p<0.001; n=18) and KCI (p<0.01; n=18) in 2D culture (Fig.
2E), and by eugenol (p<0.0001; n=11) and KCI (p<0.001; n=17)
in 3D sponges (Fig. 2G). Mouse DRG neurons released significantly
more CGRP upon stimulation with eugenol (p<0.0001; n=7), cap-
saicin (p<0.01; n=11) and resiniferatoxin (p<0.01; n=11) in 2D
(Fig. 2F) and capsaicin (p<0.0001; n=21), resiniferatoxin
(p<0.0001; n=6) and KCI1 (p<0.0001; n=7) in 3D (Fig. 2H).

The capacity of capsaicin to induce an action potential in iPSC-de-
rived neurons was confirmed by the quantification of calcium entry
into cells upon stimulation. Five seconds after addition of 10 uM of
capsaicin in the culture medium, an increase by 30% of the relative
fluorescence intensity was observed in iPSC-derived neurons com-
pared to the non-stimulated condition, which went back to initial val-
ues after 5s (Supplemental Fig. S4). The fibroblasts used to generate
iPSC did not show any increase in calcium upon capsaicin stimulation
(Data not shown).

3.3. Efficient neurite outgrowth from iPSC-derived neurons
throughout the tissue-engineered skin is dependent on the presence of
mouse or iPSC-derived Schwann cells

When iPSC-derived neurons were cultured in the tissue-engineered
skin model, they failed to promote axonal outgrowth from the neu-
ronal cell layer at the bottom of the tissue to the epidermis on top as
observed with mouse DRG neurons (Fig. 4B vs A). One major differ-
ence with DRG neurons that could explain this limitation is the pres-
ence of Schwann cells that are extracted from DRG along with neu-
rons. Thus, we hypothesized that Schwann cells might be an essential
partner to promote axonal outgrowth. Indeed, when mouse Schwann
cells were added in the tissue-engineered skin model prior to iPSC-de-
rived neuron seeding, a much higher neurite outgrowth was observed
in the tissue with numerous axons reaching the epidermis (Fig. 4C).

In order to develop a fully human model, the same iPSC used to
generate neurons were differentiated into human Schwann cells. The
resulting human iPSC-derived Schwann cells expressed the specific
markers S100, GFAP, p75 and SOX10 (Fig. 3). When these cells were
added in a 2D culture of iPSC-derived neurons, they aligned along the
neurites as observed with mouse Schwann cells (Fig. 3D vs H). When
the iPSC-derived Schwann cells were added in the dermal compart-
ment of the tissue-engineered skin model before seeding and at the
opposite side versus neurons, they were shown to induce a strong in-
crease in axonal outgrowth toward the epidermis (Fig. 4D).

4. Discussion

The aim of this work was to generate human iPSC-derived sensory
neurons to be used in place of rodent neurons to prepare innervated
tissue-engineered skin models. The animal origin of neurons in these
models does not seem to critically compromise their ability to interact
with most human skin cells, notably because neuropeptides are highly
conserved among species. However, interspecies differences cannot
be ruled out. Finally, the use of animal cells has been banned in the
European Union for cosmetic research and development. Therefore,
the replacement of animal neurons by human neurons remains highly
desirable.

Since the advent of the iPSC technology, several protocols have
been proposed to differentiate human sensory neurons from iPSC, but
with some limitations, such as low neuron differentiation efficiency
and low cell yields [7-14]. Moreover, none of these studies have un-
equivocally demonstrated the ability of these neurons to secrete neu-
ropeptides following specific stimulations. Our purpose was to gen-
erate sensory neurons from human skin fibroblast-derived iPSC with
high purity, high yield, and to demonstrate their capacity to release SP
and CGRP upon stimulation of their TRP receptors.

In addition, we showed that these iPSC-derived neurons could be
efficiently integrated into a 3D tissue-engineered skin model. Inter-
estingly, this culture system created a favorable environment for pro-
longed neuronal culture (49 days vs. 21 days in 2D), thereby allowing
the neurons to reach a higher maturation stage in 3D while maintain-
ing their capacity to release neuropeptides upon stimulation. More-
over, a key feature of a functional innervated tissue-engineered skin
model is the ability of neurites extending from neurons seeded at the
bottom of the tissue to migrate through the dermal compartment and
form a nerve network reaching the epidermis. Indeed, a direct con-
tact of neurites with keratinocytes is essential to efficiently recapitu-
late skin physiopathology. A key finding of our work is the demon-
stration that a coculture of iPSC-derived neurons with Schwann cells
was necessary to induce a strong neurite outgrowth in 3D. Of note,
human Schwann cells differentiated from the same iPSC used to gen-
erate neurons were able to support such neurite outgrowth to maintain
a fully human model. It represents a promising method for generate a
fully human innervated tissue-engineered skin model from the biopsy
of a single individual.

We intend to develop disease-specific skin models and analyze
the potential effect of sensory nerves in these models after induction
of neuropeptide release upon stimulation with TRPV1 agonists. Such
model would be particularly well-suited for the modelling of psoriasis,
since this disease is highly suspected to be modulated by skin inner-
vation [27,28]. It represents an optimal base to build an immunocom-
petent skin model, with a strong potential for personalized medicine
approaches.
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ABSTRACT: Inhibition of excessive Toll-like receptor 4 (TLR4) ; . i
signaling is a therapeutic approach pursued for many inflammatory
diseases. We report that Mannoside Glycolipid Conjugates (MGCs) w3 T
selectively blocked TLR4-mediated activation of human monocytes and . Pl
monocyte-derived dendritic cells (DCs) by lipopolysaccharide (LPS). / o
They potently suppressed pro-inflammatory cytokine secretion and samc A, ! |
maturation of DCs exposed to LPS, leading to impaired T cell = 380 |
stimulation. MGCs did not interfere with LPS and could act in a "
delayed manner, hours after LPS stimulation. Their inhibitory action l
required both the sugar heads and the lipid chain, although the nature of - — M gty
the sugar and the structure of the lipid tail could be modified. They T e — e
blocked early signaling events at the cell membrane, enhanced
internalization of CD14 receptors, and prevented colocalization of CD14 and TLR4, thereby abolishing NF-xB nuclear
translocation. When the best lead conjugate was tested in a mouse model of LPS-induced acute lung inflammation, it displayed
an anti-inflammatory action by suppressing the recruitment of neutrophils. Thus, MGCs could serve as promising leads for the
development of selective TLR4 antagonistic agents for inflammatory diseases.

T oll-like receptors (TLRs) serve as the first line of defense
against invading pathogens such as bacteria and viruses.
They are notably expressed by monocytes, macrophages, and
dendritic cells (DCs). They activate the host defense system by
rapidly triggering inflammation." But TLR signaling is a double-
edged sword: although it leads to eliminating the invading
organisms, a deregulated response results in tissue damage and
ultimately contributes to the pathogenesis of chronic
inflammatory diseases.

TLR4 plays a key role in the innate host response to bacterial
infection. TLR4 recognizes the lipopolysaccharide (LPS)
present in the outer membrane of Gram-negative bacteria.
Activation of the signaling cascade is achieved by the successive
interaction of LPS with the lipopolysaccharide binding protein
(LBP), the cluster differentiation antigen CD14, and the
myeloid differentiation protein (MD-2) that binds LPS and
presents it in a monomeric form to TLR4. Upon LPS
recognition, TLR4 undergoes dimerization and recruits down-
stream adaptor proteins through interactions with its intra-
cellular domain.” This initiates the intracellular signaling

i i © XXXX American Chemical Society
7 ACS Publications

cascade that culminates in translocation of transcription factors
to the nucleus and the biosynthesis of pro-inflammatory
cytokines and interferons leading to cellular activation.”® An
overly potent or prolonged TLR4 response is involved in acute
(septic shock)® and chronic diseases (atherosclerosis,” auto-
immune colitis,® systemic lupus erythematosus,” diabetes,"’
Alzheimer disease''). Thus, blockade of excessive TLR4
signaling is a therapeutic approach that is actively pursued.
Recent links also emerged between TLR4 and breast cancer
oncogenesis, highlighting the development of novel therapeu-
tics for the targeting of TLR4 in breast cancer therapy.'> Small
molecules and nanoparticles active in modulating the TLR4
signal by targeting directly the MD-2-TLR4 complex or by
interfering with the TLR4 signaling have been described."*™"
However, the development of TLR antagonists as therapeutic
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Figure 1. Structure of conjugates. Trimannosides 2 and 2U are compared with conjugates containing lipid variations (1 contains no lipid chain; 3
and 4 have an omega-3 and omega-6 lipid chain; conjugates S, 6, and 7 have a benzene-ending lipid chain; conjugate 8 contains a cholesterol motif)

or sugar variations (9 and 10, with galactose or sialic acid).

agents has been slow, and so far none are approved for clinical
use.

We have previously described the properties of mannoside
glycolipid conjugates (MGCs) as antiviral agents.lé’17 These
water-soluble compounds are formed by three building blocks:
a trimannose head, a hydrophilic linker, and a 24-carbon lipid
chain. MGCs efficiently target the mannose-binding lectins
Macrophage Mannose Receptor/CD206 and DC-SIGN/
CD209, thanks to the cooperation between the mannose
head and the lipid chain. They display biological activities as
single molecules and as self-assembled micelles, and inhibit
trans-infection of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-
1) mediated by human DCs. Because intracellular signaling
from C-type lectins exerts inhibitory effects on the TLR4
pathway,"®*° we hypothesized that MGCs could interfere with
TLR4-mediated cell activation.

In this report, we have investigated whether mannoside
glycolipid conjugates display anti-inflammatory responses on
TLR4-mediated signaling. We examined their effects on LPS-
induced inflammatory reactions in human monocytes and DCs.
To decipher their mechanism of action, we studied the
importance of the sugar and the lipid moieties and tested
their effect on the expression and location of cell membrane
proteins involved in TLR4 responses. Finally, we verified their
anti-inflammatory effect in vivo in an acute model of LPS-
mediated pulmonary inflammation. Our data highlight the
potent anti-inflammatory action of MGCs both in cells and in
vivo.

B RESULTS AND DISCUSSION

Conjugates 2 and 2U Are Not Pro-inflammatory. We
have reported previously the synthesis and physicochemical
properties of conjugates 2 and 2U (Figure 1). They exhibited
no cytotoxicity up to respectively 500 4M and 250 yM in MTT

viability assays on a human cell line."®"” For human monocyte-
derived DCs, no cytotoxicity was measured up to concen-
trations of 150 M in 7-AAD staining assays. In the presence of
LPS, some cytotoxicity was detected for compound 2 at 150
uM, but not for 2U (Supporting Information Figure 1Sa).
When conjugates alone were added to DCs, they did not affect
the pro-inflammatory cytokine TNF-a level in the media
(Supporting Information Figure 2S), showing that conjugates 2
and 2U are not pro-inflammatory.

Conjugates 2 and 2U Act as TLR4 Inhibitors. We
examined the capacity of conjugates 2 and 2U to inhibit the
production of inflammatory cytokines as well as the maturation
of DCs stimulated with the TLR4 ligand, LPS. The media were
collected for measurement of cytokine concentrations by
ELISA, and cell surface maturation markers were labeled and
analyzed by flow cytometry.

Stimulation of TLR4 activates the MyD88 (myeloid
differentiation primary-response protein 88)-dependent path-
way, which involves the early phase of nuclear factor-«B (NF-
kB) activation and leads to the production of pro-inflammatory
cytokines." When DCs were stimulated with LPS (1 ug mL™),
simultaneous treatment with conjugates inhibited the release of
pro-inflammatory cytokines in a dose-dependent manner. The
highest concentration of conjugates (150 pM) completely
abrogated LPS-induced TNF-a and IL-6 release. Levels of IL-
12p70 were also potently reduced (Figure 2a). Depending on
the cytokine considered, the IC, values of conjugates 2 and 2U
ranged between 12 and 28 uM (Supporting Information Table
15).

Stimulation of TLR4 can also activate the MyD88-
independent pathway that relies on the adapter TRIF and
leads to the expression of interferon (IFN)-inducible genes and
the maturation of DCs." Conjugates at S0 uM were able to
totally inhibit IFN-f release triggered by LPS (Figure 2a).

B DOI: 10.1021/acschembio.5b00552
ACS Chem. Biol. XXXX, XXX, XXX—XXX
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Figure 2. Conjugates 2 and 2U displaying anti-inflammatory behavior
for LPS-treated DCs. Dose-dependent inhibition of (a) pro-
inflammatory cytokines TNF-a@, IL-6, and IL-12p70 and of
interferon-f3, released in the media after 24 h, (b) cell surface markers
HLA-DR and CD86 expression after 24 h. Nontreated cells (n.t.) are
indicated. MFI, mean fluorescence intensity. Data correspond to n >
20 cell donors/independent assays.

In line with this, conjugates displayed a potent effect on DC
maturation. The expression of cell surface markers CD86 and
HLA-DR was upregulated in the presence of LPS, as expected.
Co-treatment with conjugates potently inhibited this increased
expression in a dose-dependent fashion (Figures 2b and
Supporting Information 3Sa). The upregulation of other
maturation markers (CD80, CD83) was also impaired
(Supporting Information Figure 3Sa). Together, these results
demonstrate the potent anti-inflammatory activity of conjugates
2 and 2U on LPS-activated DCs. Thus, our results show that
conjugates can inhibit the two branches of downstream TLR4
signaling, MyD88- and TRIF-dependent pathways.

It was important to address the question whether the action
of conjugates on DCs leads to relevant physiological
consequences on cells of the immune system. DCs initiate
primary immune responses through their ability to conjugate
with naive T cells.”' Mixed leukocyte reactions were performed
by coculture of conjugate-primed DCs with naive T
lymphocytes. After S days, proliferation of T cells was analyzed
by CESE dilution in flow cytometry. Results showed that
conjugates 2 and 2U could inhibit T cell proliferation induced
by LPS-activated DCs (Supporting Information Figure 3Sb),
confirming that the suppressive action of conjugates 2 and 2U
on activated DCs translates to T cell proliferation.

To investigate whether conjugates 2 and 2U were specifically
active on TLR4, we tested their effect on other TLRs. When
DCs were stimulated with TLR agonists Pam;CSK,, (TLR1/2),
poly(1:C) (TLR3), and R-848 (TLR7/8), conjugates were
unable to significantly affect cell maturation markers and
cytokine release in a dose-dependent manner (Supporting
Information Figure 4S) Since IL-1f receptor signaling is also
linked to MyD88,* conjugates were tested on the IL-1f
response. No significant effect was detected on IL-1f-induced
TNF-a production (Supporting Information Figure 4S). These
data indicate that the potent suppressive effect of conjugates 2
and 2U is restricted to LPS stimulation of TLR4.

Conjugates Do Not Compete with LPS for Binding on
TLR4. To identify the mechanism involved in the anti-
inflammatory action of conjugates, we first explored whether
they act by competing with LPS (Figure 3). DCs were
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Figure 3. Competetion between conjugate 2U and LPS binding.
Conjugate 2U does not compete with LPS binding. DCs were treated
with LPS or LPS+2U for 2 h, then washed before the indicated
treatments. (a) CD86 cell surface expression (MFIL, mean fluorescence
intensity) and (b) TNF-a production were analyzed after 24 h.
Representative data out of 2.

subjected to a 2-h stimulation with LPS alone, or with LPS and
conjugate 2U, followed by extensive washes (condition a, c).
To ensure complete elimination of LPS signaling, cells were
exposed to a TLR4 neutralizing antibody, in the absence of 2U
(condition b) or with the addition of 2U after 30 min
(condition d). After 24 h, as expected, LPS induced a dose-
dependent increase of CD86 expression and TNF-a production
(condition a), while the addition of LPS and 2U led to a
decreased CD86 expression and TNF-a production (condition
c). The TLR4 antibody led to decreased TNF-a production,
without affecting CD86 expression (condition b). Conjugate
2U (condition d) induced a drastic reduction of CD86
expression and decrease of TNF-a production. These results
demonstrate that even after LPS removal and receptor
inactivation, conjugate 2U is still able to display its anti-
inflammatory effect. This shows that compound 2U does not
act by competing with LPS on TLR4/MD2/CD14. Thus,
conjugates use a mode of action distinct from that of other anti-
inflammatory compounds such a PIM analogues that block LPS
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binding to CD14>® or amphiphilic glycolipids that inhibit TLR4
activation by LPS by competitively occupying CD14.>*

We investigated whether conjugates could affect TLR4
signaling in a delayed manner following LPS stimulation. DCs
were treated with LPS, and compounds were added after a
delay of 2, 4, and 6 h (Figures 4 and Supporting Information
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Figure 4. Delayed addition of conjugate 2U. The delayed addition
conserves inhibitory activity. DCs were treated with LPS, alone or with
2U added at the indicated times, or left untreated (n.t.). (a) TNF-a
production and (b) CD86 cell surface expression were analyzed after
24 h. Data correspond to # > 3 independent assays.

5S). Production of TNF-a was clearly reduced even with a 4
and 6 h delay, with respectively 2 and 2U. Similarly, CD86
expression was down-regulated after a 2 and 6 h delay, with
respectively 2 and 2U. These findings demonstrate the ability of
conjugates to inhibit the inflammatory response in a delayed
fashion, several hours after LPS stimulation. They further
support the notion that the conjugates do not act by competing
with LPS.

Conjugates Inhibit LPS-Induced NF-xB Activation.
Since the TLR4 signaling pathway culminates in the activation
of the NF-kB transcription factor, which regulates the induction
of cytokine genes, we examined the effect of conjugates on NF-
KB activity. In resting cells, NF-xB/IkB complexes are present
in the cytoplasm. Activation leads to degradation of 1B, release
of free NF-kB that translocates into the nucleus to activate
genes with kB binding sites. We visualized the cellular location
of the NF-kB p6S subunit in the presence or absence of LPS
and conjugate 2 (Figure S). As expected, p6S was found in the
cytoplasm of untreated DCs and in the nucleus of LPS-treated
cells. In the presence of 2, p6S was detected in the cytoplasm,
suggesting a block of its nuclear translocation. Similar results
were found with conjugate 2U, as shown on a field of cells
visualized by confocal microscopy (Supporting Information
Figure 6S).

These data confirm that the anti-inflammatory activity of
conjugates translates to an inability of NF-kB p6S to translocate
into the cell nucleus. They also suggest that conjugates act on
TLR4 signaling independently of the cross-talk with DC-SIGN
described with patho§ens, which leads to increased accumu-
lation of nuclear p65.”

Conjugates Inhibit TLR4 Signaling Independently of
C-type Lectins. We tested whether the anti-inflammatory
behavior was specific for DCs or could occur in different
immune cells. In human monocytes, conjugates also inhibited
LPS-induced production of pro-inflammatory cytokines TNE-
a, IL1-f, and IL-8 in a dose-dependent fashion (Supporting
Information Figure 7S). These results demonstrate that
conjugates can act on TLR4 signaling in distinct cells. These
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Figure S. Cellular location of the NF-«kB p65 subunit in the presence
or absence of LPS and conjugate 2. Conjugate 2 prevents NF-xB p65
nuclear translocation in LPS-treated DCs. (a) A representative
confocal microscopy image shows p6S in the cytoplasm of untreated
cells, in the nucleus of LPS-treated cells, and in the cytoplasm of cells
treated with both LPS and 2 (100 #M). (b) Histograms show the ratio
of cytoplasmic versus nuclear p6S analyzed in 170 cells. Bars
correspond to SEM.

findings questioned our cross-talk hypothesis, since monocytes
do not express C-type lectins DC-SIGN'® and MR.>® To
examine whether DC-SIGN is involved in the inhibitory effect
of conjugates on TLR4, the effect of the compounds was
compared in human monocytic THP-1-DC-SIGN cells and in
THP-1 cells (that do not express DC-SIGN and MR). In both
LPS-stimulated cell types, conjugates could inhibit IL-8
production (Supporting Information Figure 8Sa) and down-
regulate expression of the CDS4 marker (Supporting
Information Figure 8Sb). These results indicate that the anti-
inflammatory action of conjugates can occur independently of
DC-SIGN expression.

To confirm that DC-SIGN was not required in the anti-
inflammatory action of conjugates, we used the anti-DC-SIGN
antagonist antibody AZNDI1 that targets the carbohydrate
recognition domain.”® This antibody did abolish the activity of
mannodendrimers that inhibit LPS-treated DCs in a DC-SIGN-
dependent fashion.”” We found that preincubation of DCs with
this antibody had no effect on TNF-a inhibition (Supporting
Information Figure 9S). These results confirm that conjugates 2
and 2U have the capacity to inhibit TLR4 activation
independently of DC-SIGN. They also question the importance
of the role of the mannose heads of MGCs, previously shown
to interact in vitro with DC-SIGN.

Structure—Activity Relationship Studies: Importance
of the Mannose Heads and Lipid Chain. To elucidate the
role of the mannose heads of 2 and 2U during their suppressive
action, we used conjugates in which the mannose residues were
either lacking or replaced with sugars, such as galactose and
sialic acid, that do not interact with DC-SIGN or MR.

The NHPD conjugate constituted by a linker and a C24-lipid
chain, but lacking a sugar head,'® was totally inactive. Similarly,
the lipid docosahexaenoic acid (DHA) showed no effect
(Figure 6a). These findings showed that a sugar head was
required for an efficient immediate suppressive activity.
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Figure 6. Structure—activity studies examining the inhibitory activity
of modified conjugates. TNF-a production of LPS-activated DCs was
analyzed after 24 h of treatment with compounds containing
modifications of the sugar head, (a) no sugar and (b) TriGalc,,; (c)
TriSialc,,; modifications of the lipid chain, (d) no lipid chain; and (e)
distinct lipid tails. Data correspond to n = 4 independent assays.

Conjugate TriGalc,, 9 was previously described,”” and
TriSialc,, 10 was newly synthesized (Figure 1). They could
inhibit TNF-a production in LPS-treated DCs (Figure 6b, c)
and down-regulate maturation markers (Supporting Informa-
tion Figure 10Sa), although less efficiently than conjugates 2
and 2U (Figure 2c). Only TriGalc,, 9 displayed some low
cytotoxicity at 150 M in DCs (Supporting Information Figure
1Sb). Compound 2U bearing a diacetylenic motif was
photopolymerized under strong UV irradiation (8 h at 254
nm with S 8W UV light tubes). This allowed us to compare the
activity of dynamic micelles 2U with rigid photopolymerized
cross-linked polymers 2UP."” At low concentration, polymers
displayed a better inhibitory activity of TNF-a production
(Figure 6e), which highlights the role of the multivalent
mannose presentation in polymers.

Together, these results clarified the role of the sugar moiety
in the suppressive activity, showing that the sugar head is
essential, with the optimal sugar being mannose compared with
galactose or sialic acid residues.

To better understand the structural requirements of the lipid
moiety and the importance of micelle formation, we
synthesized conjugates containing a variety of lipid chains
(Figure 1). To get a deeper insight into the physicochemical
properties, we measured the critical micelle concentration
(CMC) of all compounds (Supporting Information Table
SP1). The most active compounds 2 and 2U displayed low
CMC values by the pyrene inclusion method (around 10 yM).
Compounds 3 (TriMan-DHA) and 4 (TriMan-ARA) contain a
polyunsaturated fatty acids tail, respectively a docosahexaenoic
acid (DHA) omega-3, C21-lipid chain and an arachidonic acid
(ARA) omega-6, C19-lipid chain; they could not assemble into
micelles. In conjugates 5, 6, and 7, a benzene moiety was
covalently linked at the end of a C14-, C10-, and C6-saturated
lipid chain. Only compound $ could form micelles, at a CMC
of 78 uM. We also synthesized conjugate 8 containing a
cholesterol motif, known to interact differently with cell
membranes, and able to form micelles at a CMC of 9.9 yM.
In primary cells, compounds 4 and § displayed no cytotoxicity
up to 150 uM. Compound 3 was slightly cytotoxic, and
compound 8 was cytotoxic even at SO uM (Supporting
Information Figure 1Sc).

First, we found that conjugate 1, TriManc,, which lacks a
lipid chain, was unable to affect LPS-induced cytokine release
(Figure 6d) and DC maturation (Supporting Information
Figure 10Sb), which demonstrated the importance of the lipid
chain. Compounds 3, 4, and $, but not compounds 6 and 7
containing the shorter lipid chain, could efficiently inhibit TNE-
a production, with an activity similar to that of conjugate 2U
(Figure 6e). The apparent inhibitory activity of 8 was explained
by its cytotoxic effect.

These results showed that conjugates can accommodate a
variety of lipid modifications (multiple double bonds, benzene)
and that a long lipid chain (at least C14) is crucial for activity.
They revealed that the formation of micelles is not required for
inhibition of cytokine production.

Down-regulation of activated maturation markers (Support-
ing Information Figure 10Sc) was achieved only by conjugate S.
It inhibited both cytokine production and cell maturation, with
an activity similar to that of conjugates 2 and 2U. Photo-
polymerized micelles 2UP, having a caged lipidic core, were
unable to significantly affect marker expression, showing again
the importance of hydrophobic membrane interactions. This is
in full agreement with our hypothesis of a dual interaction
mode, since insertion into the cell membrane is blocked by
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Figure 7. Effects of conjugates on DC membranes. (a) Cell surface expression of CD14 analyzed by flow cytometry, after 30 min of treatment with
indicated compounds. (b) A representative confocal microscopy image shows the cellular location of CD14 and TLR4 in permeabilized cells, after 30
min of treatment with indicated compounds. Size bars: S ym. (c) Pearson coefficient of colocalization of CD14 and TLR4 in permeabilized DCs.
Each dot corresponds to a field of 10—15 cells. Data correspond to n = 3 independent assays. Dots above the gray line (area noted as yes) have an
increased tendency for colocalization.
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cross-linking of the lipid chain resulting from the photo-
polymerization process.

The apparent effect of 8 likely resulted from its cytotoxicity.
These findings revealed a correlation between micelle
formation and down-regulation of activated maturation
markers. They also showed that conjugates modulate cytokine
production and cell maturation by distinct TLR4-downstream
pathways.

Our data demonstrated that the formation of micelles is not
required for anti-inflammatory activity, such as inhibition of
TNEF-a. However, micelle formation appears important for
modulation of the cell maturation markers. They stressed the
importance of a long-enough lipid tail in conjugates and
revealed that distinct lipid chains are functional, although they
can affect differently TLR4-downstream signaling.

MGCs Act on Cell Membranes: They Internalize GPI-
Linked Proteins. Since the lipid tail of conjugates is essential
for their activity, it appeared crucial to investigate their
interaction with cell membranes. It is likely that the lipid
chain would insert into membranes and alter their composition.
The fatty acid composition of cell membranes influences their
fluidity, which modulates membrane bound receptors. Mem-
branes contain microdomains, referred to as lipid rafts, which
incorporate specific proteins such as glycophosphatidylinositol
(GPI)-anchored proteinszg’29

We examined the effect of conjugates 2 and 2U on the cell
surface expression of two GPI-linked proteins, CD1a highly
expressed on DCs and CDI14 involved in LPS cellular
activation. CD14 acts as an associated molecule of TLR4 and
plays a fundamental role in TLR4 signaling. DCs were treated
for 30 min with LPS or conjugates or both, followed by flow
cytometry analyses. LPS alone did not modify the cell surface
expression levels of CD1a (Supporting Information Figure 11S)
and weakly (20%) downregulated CD14 (Figure 7a). In
contrast, levels of CDla and CD14 were potently down-
regulated by conjugates 2 and 2U (respectively 35% and 60%).
These levels remained at their low values in the presence of
conjugates and LPS. Visualization of CDI14 cell location
showed that the CD14 decrease at the cell surface correlated
with increased internalization (Figure 7b).

These results indicated that conjugates have a disruptive
action on lipid raft-located GPI-anchored proteins, CD1la and
CD14, and induce their rapid cell internalization. Thus, the
plasma membrane may be a principal target through which the
modulatory effects of conjugates are mediated.

Our data agree with reports describing the effects of
polyunsaturated fatty acids (PUFA) on key cell surface markers,
particularly CD14. Following DHA treatment, decreased levels
of membrane CD14 and enhanced cytosolic levels are detected
in microglial cells.* Conjugated linoleic acid also suppresses
surface expression of CD14 during stimulation of macrophages.
In contrast, EPA- and DHA-treated macrophages show
enhancement of CD14 at the membrane along with decreased
levels in the cytosol.® Of note, other raft-disrupting non-lipid
drugs, such as nystatin or methyl-$-cyclodextrin, inhibit LPS-
induced TNF-a secretion without alteration of the cell surface
expression of receptors involved in LPS activation but
redistribute proteins out of lipid rafts.”®

MGCs Act on Cell Membranes: They Reorganize CD14
and TLR4 Location. In response to LPS, TLR4 is recruited to
lipid rafts and associates with the GPI-anchored CD14 protein.
This enhances the formation of a TLR4 dimer and association
of TLR4 with MD-2 and adaptor molecules TRIF and MyD88,

leading to the activation of downstream signaling pathways.
Thus, lipid raft integrity is essential for LPS-cellular activation,
proper TLR dimerization, and initiation of the signaling
cascade.”?

Conjugates have a disruptive action on membrane integrity,
as shown above. We therefore examined whether 2U could
modify the respective localization of CD14 and TLR4, in the
absence or presence of LPS. As a control, we used the lipid
DHA that also disorganizes cell membranes. After 30 min of
treatment, DCs were labeled and images visualized by confocal
microscopy, followed by colocalization analysis (Figure 7b,c).
As expected, in control cells and upon DHA treatment, CD14
and TLR4 did not colocalize: CD14 was present at the cell
membrane, while most of TLR4 was cytoplasmic. LPS, as well
as conjugate 2U alone, induced CD14 internalization and some
colocalization with TLR4. Interestingly, the addition of both
LPS and 2U prevented colocalization and resulted in a situation
similar to that of control cells. Conjugate 2U behaved
differently from DHA, unable to prevent colocalization.

These findings showed that 2U alone disrupts the respective
localization of TLR4 and CDI14 and promotes some
colocalization, but without inducing pro-inflammatory signal-
ing. Interestingly, in the presence of LPS, 2U could prevent
CD14 and TLR4 colocalization. These results suggest that the
inhibitory action of conjugates is mediated by their effect on
cell membranes: they likely alter lipid raft composition and
interfere with the clustering of CD14 and TLR4 in rafts, which
leads to impaired receptor-complex formation and blocking of
signal transduction. This result may explain the extended effect
of conjugates: they may block downstream signaling by
disrupting the clustering of CD14 and TLR4 in plasma and
endosomal membranes.

Similar effects are described for PUFA that alter lipid raft
composition and interfere with their clustering, thus inhibiting
inflammation.”*** Peptide 4F alters membrane fluidity by
cholesterol depletion, which destroys clustering of CD14 and
TLR4 in rafts and leads to impaired receptor-complex
formation.”® DHA disrupts the organization of rafts but also
nonrafts and upon 24 h exposure inhibits the pro-inflammatory
effects of LPS on DCs.>’

Conjugate 2U Prevents Acute Lung Inflammation in
Mice. Since conjugates displayed a potent anti-inflammatory
activity in vitro, we tested whether the most active conjugate 2U
was active in a model of acute lung inflammation in response to
LPS in BALB/c mice. Conjugate 2U was administered
intraperitoneally at different doses 1 h before LPS challenge.
Infiltration of immune cells, especially neutrophils, into the
lungs is an important component of the inflammatory response
in acute pulmonary injury.”®*’ It was monitored after 24 h by
quantifying inflammatory cells, namely neutrophils, lympho-
cytes, and macrophages in the bronchoalveolar lavage fluid
(Figure 8). Compared with the saline-treated mice, LPS
treatment induced a potent recruitment of neutrophils and
lymphocytes and did not alter the level of macrophages.
Interestingly, pretreatment with conjugate 2U before LPS
challenge reduced the recruitment of neutrophils and
lymphocytes in a dose-dependent manner, with a maximal
activity of about 40% at the dose of 100 mg/kg. These data
show that conjugate 2U has an anti-inflammatory action in this
mouse model, and actively prevents acute lung inflammation by
reducing neutrophil and lymphocyte recruitment.

Conclusions. These studies have established that MGCs
can display potent anti-inflammatory activities in human
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Figure 8. Conjugate 2U is active in a mouse model of acute lung
inflammation. (a) Balb/c mice were treated with solvent or 2U
administered ip., 1 h before LPS challenge. Results show the dose-
dependent inhibition of cell recruitment in BAL fluid after 24 h. Bars
are SEM values (n = 6 per group). ###p < 0.001 versus control group
and *p < 0.05 versus LPS group.

immune cells. They antagonize LPS-activated NF-xB signaling
and strongly suppress the release of pro-inflammatory cytokines
including TNF-a. Importantly, our lead conjugate 2U is active
in an acute mouse model of lung inflammation.

MGCs inhibit signaling through TLR4, without competing
with LPS for binding to TLR4. Our structure—activity analysis
indicates that the inhibitory activity of the conjugates relies on
their sugar head and mostly on their lipid chain. Important
roles of fatty acids in membrane order, lipid raft structure, and
membrane trafficking are beginning to be unraveled.*’ In line
with this, our data showed that the effect of MGCs on
inflammatory signaling occurs at the membrane level.
Conjugates induce a rapid cell internalization of lipid raft-
located GPI-anchored proteins such as CD14 and disrupt the
respective localization of TLR4 and CDI14. Thus, the
mechanism accounting for the anti-inflammatory effect of our
conjugates is most likely interference with early membrane
events involving CD14 and TLR4. Future investigations will be
necessary to decipher their precise molecular mechanism and
verify the hypothesis of disruption of TLR4 dimerization.

Finally, our data reveal the dual-functional roles of MGC,
able to exert both anti-inflammatory and antiviral'” activities.
This highlights the interest in MGCs that may provide new
therapeutic applications in distinct inflammation-driven dis-
eases.

B METHODS

Cell Culture. All human primary cells and cell lines were cultured
at 37 °C and 5% CO, in RPMI 1640 supplemented with gentamycin
and 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum (complete medium).
Human monocytes were purified from buffy coats by successive Ficoll
and Percoll gradients. DCs were differentiated from monocytes by S
days of culture with GM-CSF (50 ng mL™"; Schering-Plough) and IL-
4 (10 ng mL™'; ImmunoTools). Proper differentiation was
characterized by low CD14 and high CD1a and DC-SIGN expression
levels. THP-1 cells were acquired from ATCC. THP-1-DC-SIGN cells
are a kind gift from Dr. A. Sakuntabhai (Institut Pasteur, Paris,
France).

Flow Cytometry. The cells’ phenotype was analyzed using the
following antibodies from BD Bioscience: HLA-DR-FITC (Tii39 or
1243), MR/CD206-FITC (19.2), DC-SIGN/CD209-PerCP-Cy5.5
(DCN46), CD1a-APC (HI149), CD86-FITC (FUN-1), CD80-PE
(L307.4), CD83-APC (HB1Se), CD34-PE (HASS), and CD14-PE
(MEM-1S, ImmunoTools). Data were acquired on a FACSCalibur
(Becton-Dickinson) or Gallios (Beckman-Coulter) after exclusion of
dead cells by Sytox Red (Molecular Probes, Invitrogen) or 7-AAD

(BD-Pharmingen) DNA intercalating dyes. Data were analyzed using
the Cell Quest Pro software (BD Bioscience) or FlowJo (Treestar).

Cell Activation. Cells cultured in complete medium were
incubated in the presence of TLR ligands (InvivoGen): TLR2-TLR1
ligand PamyCSK, (1 pg mL™"), TLR3 ligand double-stranded RNA
poly(I:C) (10 ug mL™'), TLR4 ligand Ultra pure E. coli K12
lipopolysaccharide (LPS: 10, 100, or 1000 ng mL™"), TLR7/8 ligand
R-848 (1 pg mL™"), or human IL-18 (300 ng mL™"; Affymetrix,
eBioscience) at the indicated final concentrations. MGCs were usually
added at the same time as the stimuli, or, where indicated, 2, 4, or 6 h
after LPS.

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). After 24 h of
stimulation with TLR ligands, cell supernatants were collected and
stored at —20 °C. Levels of cytokines IL-1/3, IL-6, IL-8, IL-12p70, and
TNF-a released in the media were measured by ELISA with the
corresponding BD OptEIA Set (BD-Pharmingen). Levels of IFN-f
were measured with the VeriKine human IFN-SELISA kit (PBL
Interferon Source).

Effect on Cell Surface Proteins. DCs (10° cells) in complete
medium (200 uL) were plated in a 96-well plate. They were left
untreated or treated with conjugates (100 M), LPS (1 pug mL™") or
their combination for 30 min at 37 °C. They were washed, kept on ice,
labeled with anti-CD14-PE and anti-CD1a-APC, and analyzed by flow
cytometry.

LPS Competition Assays. DCs were subjected to a 2-h
stimulation with LPS (10, 100, and 1000 ng mL™") alone, or with
LPS and conjugate 2U (S0 uM), followed by extensive washes. To
ensure complete elimination of LPS signaling, cells were exposed to a
neutralizing IgG monoclonal antibody to human TLR4 (InvivoGen,
mabg-htlr4; S pug mL™") in the absence of 2U or with the addition of
2U after 30 min. After 24 h, cells were labeled with CD86, and
expression was measured by flow cytometry. TNF-a secretion into the
media was quantified by ELISA.

Confocal Microscopy. Cells (10° per chamber) were cultured on
poly-L-lysine-coated, eight-chamber slides (Lab-Tek, Nunc) in
complete medium (300 pL). After treatments and labeling, DAPI
was used as nuclear counterstaining. Slides were mounted using
Fluoromount (Dako). Images were acquired on a Zeiss LSM 780
confocal microscope with GaAsP detector and Zen acquisition
software. Images were processed using the Image] software.

For NF-kB localization, DCs were treated or not with LPS, in the
presence or absence or conjugate 2 (100 uM). Cells were washed,
fixed with PFA 4% for S min, permeabilized with PBS/Triton X-100
(0.1%) for S min, labeled with antihuman NF-kBp65-AF647 (Santa
Cruz Biotechnology), and amplified with antimouse IgG-AF488
antibody (Molecular Probes). The ratio of p65 fluorescence intensity
in the cytoplasm versus in the nucleus was analyzed on 170 cells for
each condition. For colocalization analysis of CD14 and TLR4, DCs
were left untreated or treated with conjugates (100 uM) or DHA (20
uM) for 30 min. LPS (100 ng mL™") was added for 30 min. Cells were
washed, fixed, permeabilized, and labeled with anti-TLR4 polyclonal
goat antibody (R&D Systems AF1478, S ug mL™") followed by AF -
donkey antigoat (Molecular Probes, Invitrogen) and anti-CD14-APC
(ImmunoTools).

In Vivo Assays in BALB/c Mice. All animals received humane care
in compliance with the guidelines formulated by the French Ministry
of Agriculture and of Higher Education and Research, and all
procedures were reviewed by the Regional Ethical Committee for
Animal Experimentation of the University of Strasbourg. Conjugate
2U was solubilized in sterile saline (Braun) at 0.38, 1.25, 3.8, and 12.5
mg mL™". Nine week-old male Balb/c mice received an intraperitoneal
(i.p.) administration of compound 2U (3, 10, 30, and 100 mg kg™') 1
h before LPS intranasal administration (Sigma-Aldrich, 1L2880; 1 ug/
mouse). Six mice were used per condition. Control animals received
equivalent volumes of saline (8 mL/kg) by ip. route.

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed 24 h after LPS
challenge as described.*’ Mice were anaesthetized IP (Ketamine 300
mg/kg -Xylasine 20 mg/kg). After semiexcision of the trachea, a plastic
cannula was inserted, and airspace washed with PBS-EDTA (0.5 mL; 3
mM) with a 1 mL syringe. This procedure was performed 10 times.
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The remaining BAL fluid was centrifuged (300g for S min, 4 °C). Cell
pellets were pooled, resuspended in PBS-EDTA (500 uL; 3 mM), and
used for total cell counts measured with a Celligo. Differential cell
counts were assessed by flow cytometry (LSRII cytometer, BD
Bioscience). BAL cells were mixed with FcR-block (0.5 uL, 553142,
BD Bioscience) in a black microplate, incubated for 20 min at 20 °C.
Then, marker antibodies were added: CD11c-FITC (557400, BD
Biosciences), Gr-1-PE (12-5931-8S, eBioscience), CD11b-APC-Cy7
(557657, BD Biosciences), and CD45-AlexaFluor700 (103128,
BioLegend), incubated for 30 min at 20 °C before 7-AAD (S uL,
BD Biosciences) addition; flow cytometry was performed immediately.
Live leukocytes were identified as CD45"/7-AAD™ cells. They were
subdivided into lymphocytes (SSC-A"CD11b""), neutrophils
(CD11b*CD11c¢"Grl"), and macrophages (CD11b*Gr1~CD11c").

Statistical Analysis. Statistical analysis was performed using paired
Student’s t test (for in vitro assays) or one-way ANOVA followed by
Tukey’s posthoc test (for in vivo assays). Data were considered
significantly different when p was less than 0.0S.
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« Science is not about building a body of known “facts”.
It is a method for asking awkward questions and subjecting them to a reality-check,
thus avoiding the human tendency to believe whatever makes us feel good. »
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Résumé

Les réactions immunitaires de la peau sont initi€ées par les cellules dendritiques cutanées (dendritic
cells, DCs). L'effet potentiellement sensibilisateur d'un composé peut étre prédit in vitro en utilisant des
monocytes humains différenciés en DCs (MonoDCs). Cependant, ces modéles simplistes restent imprécis
car l'activation des DCs cutanés par les sensibilisateurs peut étre déclenchée ou modulée par des
interactions microenvironnementales avec de multiples types de cellules non immunitaires.

Notre objectif est de développer une peau immunocompétente qui combinera des MonoDCs avec
tous les éléments structurels et fonctionnels de la peau, c'est-a-dire une barriére épidermique posée sur un
derme contenant une pseudo-vascularisation et des neurones nociceptifs. Une matrice de collagéne a été
ensemencée avec des fibroblastes et des cellules endothéliales, puis avec des précurseurs de fibres
nerveuses dérivées soit de I'ilPSC humaine, soit de la DRG embryonnaire murins. Enfin, nous avons introduit
les MonoDC et les kératinocytes.

Nous avons observé que les neurones différenciés in situ innervent I'épiderme comme observé
habituellement dans la peau humaine normale. De plus, les neurones dérivées d'iPSCs, expriment
neuropeptides et canaux calcique spécifiques des fibres nociceptives. Enfin, les Mono-DC intégrés au
modele restent stable pendant toute la durée nécessaire a la formation de I'épiderme et peuvent étre stimulé.

Le modele sera utilisé pour prédire le potentiel irritant des composés chimiques et l'impact de
'innervation nociceptive sur l'activation des DCs.

Abstract (Résumé en anglais)

Immune reactions in the skin are initiated by the cutaneous dendritic cells (DCs). The potential
sensitizing effect of a compound can be predicted in vitro using human monocytes differentiated into DCs
(Mono-DCs). However, these simplistic models remain inaccurate because the activation of cutaneous DCs
by sensitizers may be triggered or modulated by microenvironmental interactions with multiple types of non-
immune cells.

Our goal is to develop an immunocompetent human tissue-engineered skin that will combine DCs
with all structural and functional element of the skin, i.e. an epidermal barrier laid upon a dermis containing a
pseudo-vascularization and nociceptive neurons. Collagen matrix was seeded with fibroblasts and
endothelial cells, then with precursors of nerve fibers derived from either human iPSC or murine embryonic
DRG. Finally, we introduced Mono-DCs and keratinocytes.

We observed that in situ differentiated neurons grow axons towards the epidermis as usually observed
in normal human skin. What's more, the neurons derive from iPSC, express neuropeptides and calcium
channel as normal nociceptive fibers. Moreover, Mono-DCs settled as expected beneath the epidermis and
remained sessile to stimulation for several weeks.

The model will be used to predict the irritant potential of chemical compounds, and the impact of
nerves on DC activation.
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