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Résumé 

Le Syndrome de Netherton (SN, OMIM 256500) est une des ichtyoses héréditaires 
les plus sévères de l’enfant. Il s’agit d’une génodermatose rare à transmission 
autosomique récessive, caractérisée par une triade clinique comprenant une 
érythrodermie desquamative généralisée, une anomalie pilaire spécifique et des 
manifestations atopiques récurrentes. Le SN est dû à la perte d’expression du gène 
SPINK5 codant l’inhibiteur de protéase LEKTI exprimée principalement dans la 
couche granuleuse de l’épiderme, dans les  muqueuses et dans les corpuscules de 
Hassall du thymus. LEKTI joue un rôle crucial dans la fonction de barrière cutanée 
via la régulation de l’activité des protéases épidermiques kallikréine (KLK) 5 et 7, qui 
dégradent les structures d’adhésion intercornéocytaires et entrainent un 
détachement anormal de la couche cornée. Les souris Spink5-/- (KO) mourant 
rapidement en période périnatale, nous avons développé un modèle de greffe de 
peau sur souris nude. Les greffes KO reproduisent les anomalies histologiques et 
ultrastructurales du SN, et présentent une inflammation cutanée de type allergique. 
Les greffons KO sont infiltrés par des polynucléaires éosinophiles et des mastocytes 
activés. Ceci est secondaire à la surexpression par les kératinocytes KO de 
molécules pro-inflammatoires et pro-Th2 (TSLP) dès le jour embryonnaire 19,5. 
L’étude de kératinocytes primaires de patients SN a confirmé que la surexpression 
de TSLP est une caractéristique intrinsèque aux kératinocytes SPINK5-/-. Cette 
surexpression est un mécanisme induit par la KLK5 hyperactive qui clive alors le 
récepteur PAR2 à la surface des kératinocytes. Ainsi, nous avons identifié la 
cascade KLK5-PAR2 comme étant directement responsable de l’émission de 
signaux pro-inflammatoires et pro-allergiques indépendamment des stimuli 
environnementaux et du système immunitaire adaptatif. Ces résultats identifient la 
KLK5 comme une cible thérapeutique pertinente puisqu’elle joue un rôle majeur 
dans les deux versants de la maladie : le défaut de barrière cutanée et la mise en 
place d’un microenvironnement pro-allergique. L’étude d’animaux déficients à la fois 
pour Spink5 et pour Par2 nous a permis de confirmer l’importance de cette cascade 
dans l’induction des messages pro-allergiques précoces. Cependant, le contrôle de 
cette voie ne rétablit pas la fonction de barrière cutanée et ne réverse que 
partiellement le phénotype inflammatoire dans une peau adulte. Ces résultats 
soulignent l’importance du contrôle de l’inflammation mais aussi du maintien de la 
fonction de barrière épidermique pour l’amélioration des symptômes cliniques de la 
maladie. 
Le SN partage des caractéristiques cliniques avec des maladies allergiques comme 
la dermatite atopique, l’asthme allergique et les allergies alimentaires. Si l’altération 
de la barrière cutanée peut faciliter la pénétration des allergènes, induisant 
l’inflammation cutanée sévère et l’hyper-immunoglobulinémie E observées dans le 
SN, un défaut de barrière ne s’accompagne pas toujours de manifestations 
atopiques dans les autres ichtyoses. L’association de polymorphismes du gène 
SPINK5 avec des manifestations atopiques et l’expression de LEKTI dans le thymus 
suggère que cet inhibiteur puisse jouer un rôle dans l’homéostasie du système 
immunitaire. Nous avons donc entrepris d’étudier les conséquences de l’absence de 
LEKTI sur le phénotype, les propriétés fonctionnelles lymphocytaires et la 
caractérisation des cellules immunitaires infiltrant les lésions eczématiformes de 
patients SN. Ces travaux conduiront à une meilleure compréhension du versant 
immunologique de la maladie qui est, à ce jour, peu décrit dans la littérature. 
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Abstract  

Netherton syndrome (NS, OMIM 256500) represents one of the most severe forms of 
inherited ichthyosis of the infant. The disease is a rare autosomal recessive 
genodermatosis, whose main clinical features include generalized congenital 
erythroderma, a specific hair shaft defect and recurrent atopic manifestations. We 
have shown that NS is due to loss of expression of the SPINK5 (Serine Protease 
Inhibitor Kazal type, 5) gene encoding LEKTI (Lympho-Epithelial Kazal Type 
Inhibitor). LEKTI is preferentially expressed in the granular layer of the epidermis, in 
mucosae and in Hassall's corpuscles of the thymus. It plays a crucial role in skin 
barrier function through regulation of epidermal proteases kallikrein (KLK) 5 and 7. In 
the absence of LEKTI, hyperactivated KLK5 and 7 degrade intercorneocyte adhesion 
molecules leading to abnormal stratum corneum detachment. As Spink5-deficient 
mice (KO) died few hours after birth, we developed graft skin model on nude mice. 
KO grafted skin reproduced histological and ultrastructural abnormalities of NS skin 
and exhibited a severe cutaneous allergic inflammation. KO graft dermis was 
infiltrated with polynuclear eosinophiles and activated mast cells. This is secondary to 
the overexpression of proinflammatory and proTh2 (TSLP) molecules by 
kératinocytes, as early as embryonic day 19.5. Analysis of NS primary kératinocytes 
confirmed that TSLP overexpression is an intrinsic property of SPINK5-/-

kératinocytes. This is the consequence of PAR2 cleavage, on kératinocytes, by 
hyperactivated KLK5. Indeed, we have identified the KLK5-PAR2 pathway which is 
directly responsible for proinflammatory and proallergic signaling, independently of 
environmental stimuli and adaptive immune system. These results identified KLK5 as 
a pertinent target for SN treatment playing a dual role in skin barrier impairment and 
immune disorder. Using double knock-out mice deficient for Spink5 and Par2, we 
confirmed the major role of this cascade in the induction of early pro-inflammatory 
signaling. However inhibition of this pathway does not improved the skin barrier 
function and partially reverses cutaneous inflammation in adult skin. These results 
emphasize the importance of controlling not only inflammation but also skin barrier 
function in order to improved clinical features of the disease. 
NS shares several of the clinical characteristics of allergic diseases, such as atopic 
dermatitis, allergic asthma and food allergy. Although the primary defect of skin 
barrier function could facilitate the penetration of allergens, inducing severe skin 
inflammatory reaction and hyper-immunoglobulinemia E as observed in NS, other 
ichthyosis with skin barrier defect do not exhibit constant atopic manifestations. In 
addition, the association of SPINK5 polymorphisms with atopic diseases and the 
thymic expression of LEKTI suggest that SPINK5 could play a role in immune system 
homeostasis. Thus, we plane to study the impact of LEKTI deficiency on peripheral 
lymphocytes phenotype and functional properties. Moreover, we will characterize 
immune cells found in eczematous lesions of NS skin. This project will provide a 
better understanding of immunological disorder in NS which is not well referenced in 
the literature. 
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CLA : Cutaneous Lymphocyte Antigen

DA : Dermatite Atopique 

DC : Cellule Dendritique 

DKO : Double Knock-Out 

EDC : Epidermal Differenciation Complex

Ela2 : Elastase 2 

FLG : Filaggrine 

GATA3 : GATA binding protein 3

HC : Corpuscule de Hassal 

ICAM1 : Inter-Cellular Adhesion Molecule 1

IFN : Interféron 

Ig : Immunoglobuline 

IL : Interleukine 

IV : Ichtyose Vulgaire 

KLK : Kallikréine 

KO : Knock-Out 

LC : Cellule de Langherans 

LEKTI : Lympho-Epithelial Kazal Type related Inhibitor 

LT : Lymphocyte T 

MDC : Macrophage-Derived Chemokine 

OVA : Ovalbumine 

PAR : Proteinase-Activated Receptor 

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell 

SN : Syndrome de Netherton 

SPINK5 : Serine Protease Inhibitor Kazal type 5 

TARC : Thymus and Activation-Regulated Chemokine 

T-bet : T-Box expressed in T cells 

TCR : T Cell Receptor 

TLR : Toll-Like Receptor 

TNF : Tumor Necrosis Factor 

Treg : lymphocyte T régulateur 

TSLP : Thymic Stromal LymphoPoietin 

WT : Wild Type 
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INTRODUCTION 
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Figure 1- Structure d'une peau humaine.  

La peau est constituée de trois compartiments : l’épiderme, le derme et l’hypoderme. 

L’épiderme, en contact directe avec l’environnement, est séparé du derme par la 

lame basale. Le derme renferme les annexes épidermiques (glandes sudoripares et 

follicules pilo-sébacés) ainsi que des vaisseaux sanguins et des fibres nerveuses. 

Les troncs des vaisseaux sanguins sont logés dans l’hypoderme. 

(Modifié d’après http://www.lecorpshumain.fr/corpshumain/1-peau.html)  
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PARTIE A- L’épiderme 

I.  La peau 

 La peau est l’organe le plus étendue, représentant 10 % de la masse du corps 

humain (2m² pour 5kg). Elle recouvre la totalité du corps et est en continuité avec les 

muqueuses. 

La peau protège à la fois l’organisme contre l’environnement extérieur et en même 

temps leur permet d’interagir. Il s’agit une barrière impénétrable aux agents 

exogènes. Elle constitue un ensemble complexe et dynamique, composé de cellules, 

de tissus et de matrices, qui assure de multiples fonctions. La peau procure une 

barrière physique et chimique imperméable aux agents infectieux. Elle est aussi en 

charge de la thermorégulation, de la protection contre les ultraviolets, de la 

réparation des blessures et possède un rôle sensoriel. Ces fonctions sont accomplies 

par un ou plusieurs de ses compartiments majeurs que sont l’épiderme, le derme et 

l’hypoderme. Ces composantes sont des unités fonctionnelles interdépendantes et 

connectées entre elles afin de maintenir la structure et la fonction normale au niveau 

moléculaire, cellulaire et tissulaire de la peau. 

L’épiderme est un épithélium pluristratifié en contact direct avec l’environnement 

comprenant l’épiderme interfolliculaire et les annexes épidermiques (les follicules 

pilo-sébacés et les glandes sudoripares). Il constitue une barrière semi-perméable et 

procure l’essentiel de la fonction de barrière cutanée physique, chimique et 

immunitaire de la peau.  

L’épiderme repose sur le derme sous-jacent. Le derme est un tissu conjonctif de 

soutien compressible et élastique, essentiellement composé de fibroblastes et de 

fibres de collagène. Dans le derme sont logés les annexes épidermiques, les 

vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des terminaisons nerveuses. Le derme 

contient de nombreuses cellules immunitaires résidentes telles que des 

macrophages, des mastocytes et des cellules dendritiques. 

L’hypoderme, le compartiment le plus profond de la peau, est un tissu graisseux qui 

joue un rôle énergétique et de protection mécanique et thermique de l’organisme. Il 

est essentiellement composé d’adipocytes agencés en lobules séparés entre eux par 

des septums conjonctifs et fibreux. Les fibres nerveuses, les troncs des vaisseaux 

sanguins et lymphatiques sont localisés dans ces septums, qui contiennent 
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également des cellules telles que des fibroblastes, des dendrocytes et des 

mastocytes (Figure 1). 

II. L’épiderme interfolliculaire 

1-  Composition cellulaire 

1-1- Les kératinocytes 

L’épiderme est un épithélium malpighien (pluristratifié) kératinisé en perpétuel 

renouvellement et composé de plusieurs types cellulaires. Les kératinocytes 

représentent le type cellulaire le plus abondant (85-90%). Ces cellules épithéliales, 

spécialisées dans la synthèse de kératines spécifiques, subissent un processus de 

différenciation particulier, la kératinisation ou cornification. Durant ce processus de 

différenciation, les kératinocytes migrent de la couche basale la plus profonde  de 

l’épiderme vers la couche épineuse puis granuleuse, pour enfin former des cellules 

anucléées et aplaties que sont les cornéocytes de la couche cornée en contact direct 

avec l’environnement (Figure 3). 

1-2- Les cellules de Langerhans 

Les cellules de Langerhans (LCs) sont des cellules dendritiques d’origine 

hématopoïétique (1, 2) spécialisées des épithéliums. Elles représentent 2 à 4% des 

cellules épidermiques et se localisent dans les couches basales et suprabasales de 

l’épiderme. Ces cellules sont caractérisées in situ par l’émission de dendrites visibles 

après marquage immunohistochimique contre l’antigène CD1a. Les LCs présentent 

un organite particulier visible en microscopie électronique, les granules de Birbeck 

associées à l’expression d’une lectine qui leur est spécifique, la langérine (3, 4) 

(Figure 2). Les LCs sont des cellules présentatrices d’antigènes qui sont par 

conséquent capable d’internaliser les agents pathogènes entrant dans la peau. Ce 

processus se poursuit par leur maturation et leur migration vers les organes 

lymphoïdes drainants la peau. Une fois dans les ganglions, elles présenteront les 

peptides antigéniques aux lymphocytes T afin de déclencher une réponse immune 

adaptée au stimulus perçu. 
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Figure 2- Les cellules de Langerhans épidermiques. 

(a, b) Cellules de Langerhans visualisées par immunohistochimie à l’aide d’un 

anticorps dirigé contre la langérine. Les cellules de Langerhans sont visibles en 

marron dans l’épiderme humain sain (a). Elles émettent de courtes dendrites entre 

les kératinocytes (b). (c) Cellule de Langerhans isolée à partir de peau humaine et 

observées en microscopie électronique à transmission. Agrandissement : granules 

de birbeck caractéristiques en «raquette de tennis».  

(Modifié d’après Valladeau (2006) Med Science (c)) 
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1-3- Les mélanocytes 

Les mélanocytes sont présents au niveau de la couche basale de l’épiderme 

où leur densité est évaluée à un pour cinq à dix kératinocytes. Ces cellules, issus de 

la crête neurale embryonnaire, synthétisent le principal pigment naturel de la peau, la 

mélanine. La mélanine est produite et stockée dans les mélanosomes qui après 

maturation cheminent dans les prolongements dendritiques des mélanocytes pour 

être transférée aux kératinocytes voisins (5). Une fois dans les kératinocytes, les 

mélanosomes forment une enveloppe supranucléaire protégeant leur matériel 

génétique des effets mutagènes des rayons ultraviolets. Les mélanocytes sont 

également présents dans les follicules pileux où ils sont responsables de la 

pigmentation de la tige pilaire (6). 

1-4- Les cellules de Merkel  

Les cellules de Merkel sont des cellules neuroendocrines présentant des 

caractéristiques communes à la fois aux kératinocytes (expression de la cytokératine 

20 et mise en place de desmosomes avec les kératinocytes voisins) et aux cellules 

nerveuses (présence de grains neurosécrétoires cytoplasmiques). Elles sont 

présentes en faible nombre dans la couche basale de l’épiderme et dans la gaine 

épithéliale externe des follicules pileux. Les cellules de Merkel pourraient jouer un 

rôle de mécanorécepteurs comme en atteste leur contact fréquent avec les 

terminaisons nerveuses dermiques. (7-9).  

1-5- Les lymphocytes 

Dans la peau humaine, les lymphocytes sont essentiellement présents dans le 

derme. Les lymphocytes T (LT) épidermiques ne représentent que 2 à 3% des 

cellules CD3+ de la peau. Ils résident principalement dans les couches basales et 

suprabasales de l’épiderme souvent à proximité des cellules de Langerhans. La 

majorité des LTs est CD8+/CD4- et porte le TCRαβ, alors qu’une minorité est CD4-

/CD8- et de phénotype αβ ou γδ.  

Dans la peau de souris sauvage, il existe une sous-population de lymphocytes T 

dendritiques épidermiques portant le récepteur TCRγδ. La relation entre ces 

lymphocytes T dendritiques épidermiques murins et les lymphocytes épidermiques 

humains  n’est cependant pas encore connue.  
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2- Stratification et différenciation épidermique 

L’épiderme est le résultat d’un programme de stratification complexe et précis 

mis en place durant l’embryogenèse. Chez la souris, ce processus débute, aux 

alentours du huitième jour de l’embryogénèse, lorsque les cellules de l’ectoderme de 

surface s’engagent vers une destiné épidermique. Après la gastrulation, le 

neuroectoderme peut s’engager vers la formation du système nerveux ou de 

l’épithélium cutané. A la croisée de cette détermination les voies de signalisation Wnt  

et les BMPs (Bone Morphogenic Protein) sont essentielles pour la formation de 

l’épiderme embryonnaire connu sous le nom de périderme. Ce dernier sera ensuite 

éliminé une fois que l’épiderme sera stratifié et différencié, quelques jours avant la 

naissance (jour embryonnaire 18,5) (10, 11). 

Lors de la stratification épidermique, les kératinocytes entreprennent une migration 

de la profondeur vers la partie superficielle de l’épiderme au sein de 4 couches 

successives : la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la 

couche cornée. La différenciation des kératinocytes est régulée par de nombreux 

facteurs dont la concentration calcique. En effet, il existe au sein de l’épiderme un 

gradient calcique positif de la couche basale à la couche granuleuse qui coïncide 

avec l’état de différenciation des kératinocytes (12). L’augmentation du calcium 

extracellulaire et intracellulaire est nécessaire à l’expression des gènes de la 

différenciation terminale tels que la profilaggrine, l’involucrine, la loricrine et les 

transglutaminases (13, 14). 

L’homéostasie épidermique repose sur le contrôle de la prolifération, de la 

différenciation des kératinocytes et leur élimination par desquamation. Des 

perturbations de ces mécanismes peuvent conduire à des processus pathologiques. 

2-1- La couche basale 

La couche basale est une monocouche de kératinocytes cubiques capables 

de proliférer et d’assurer le renouvellement constant de l’épiderme. Les kératinocytes 

basaux expriment les kératines 5 et 14 reliées aux structures d’adhésion 

intercellulaires (desmosmes) ou aux hémidesmosomes qui permettent leur ancrage à 

la lame basale. La division des cellules basales permet d’une part le maintien du 

nombre de cellules prolifératives et d’autre part l’entrée en différenciation. Deux 

modèles de division coexistent. Le premier modèle implique une division symétrique, 

où les deux cellules filles obtenues se retrouvent adjacentes sur le plan horizontal. 
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L’une de ces cellules pourrait se détacher de la lame basale et entrer en 

différenciation tout en migrant vers les couches supérieures, alors que l’autre serait 

maintenue dans la couche basale en tant que cellule proliférative. Le second modèle 

est celui de la division asymétrique donnant deux cellules filles adjacentes sur le plan 

vertical. Ce modèle s’appuie sur la capacité des progéniteurs à se diviser en 

orientant leur fuseau mitotique de telle sorte qu’une cellule se retrouve dans le 

compartiment épineux et que l’autre soit maintenu dans la couche basale (15) 

(Figure 3). Dans la peau de souris adulte 85% des divisions observées sont 

asymétriques (16). 

2-2- La couche épineuse 

La couche épineuse doit son nom à l’aspect particulier des kératinocytes qui 

apparaissent polyédriques et présentent de nombreuses «épines» cytoplasmiques 

reliées par un grand nombre de desmosomes aux cellules adjacentes. La couche 

épineuse est constituée de cinq à dix assises de kératinocytes qui ont perdu leur 

pouvoir prolifératif. Les kératinocytes sont caractérisés par la synthèse des kératines 

1 et 10 remplaçant les kératines basales (17). En plus des nombreux desmosomes, 

d’autres types de jonctions (les jonctions adhérentes) renforcent la cohésion 

cellulaire au sein de la couche épineuse (Figure 3). 

2-3- La couche granuleuse 

La couche granuleuse est la dernière couche nucléée de l’épiderme. Elle est 

composée d’une à trois couches de kératinocytes qui apparaissent aplaties 

parallèlement à la surface de l’épiderme. Les kératinocytes granuleux sont 

caractérisés par la présence de granules cytoplasmiques dépourvues de membrane, 

les grains de kératohyaline. Ces grains correspondent à des agrégats protéiques 

hautement insolubles contenant des protéines essentielles à la formation de 

l’enveloppe cornée, étape ultime de la cornification.  

Le cytoplasme des kératinocytes granuleux renferme également des structures 

vésiculaires, les corps lamellaires ou kératinosomes. Ces vésicules contiennent des 

molécules de nature protéique et lipidique qui seront sécrétées à l’interface entre la 

couche granuleuse et la couche cornée (18) (Figure 3). 
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Figure 3- Stratification de l’épiderme interfolliculaire.  

(a) Schéma des différentes couches de kératinocytes de l’épiderme et des éléments 

structuraux essentiels des kératinocytes. (b) Histologie d’une coupe de peau 

humaine colorée à l’hématoxyline/éosine (CC : couche cornée ; CG : couche 

granuleuse ; CE : couche épineuse ; CB couche basale). (c) Représentation 

schématique des différents modèles de division symétrique (gauche) ou asymétrique 

(droite) des cellules basales de l’épiderme. La division d’une cellule basale donne 

naissance à deux cellules filles, dont l’une persistera dans la couche basale et 

conservera ses propriétés de cellules proliférative et l’autre se différenciera en 

kératinocyte épineux. 

(Modifié d’après Fuchs (2002) Nat Rev Genet (a) ; Fuchs (2007) Nature (c)) 
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2-4- La couche cornée 

La dernière étape de la kératinisation donne naissance à des cellules aplaties, 

anucléées et dépourvues d’organelles, les cornéocytes. La couche cornée, ou 

stratum corneum est constituée de cinq à dix strates de cornéocytes (Figure 3). 

Ceux-ci renferment une matrice fibreuse de kératines maintenues par l’enveloppe 

cornée, une structure composée d’un ensemble de protéines qui vient renforcer la 

membrane plasmique. Les lamelles lipidiques intercornéocytaires issues de la 

sécrétion des kératinosomes, forment une «colle» participant à la cohésion et à 

l’imperméabilité de la couche cornée (18). 

Les cornéocytes les plus superficiels sont destinés à être éliminés lors de la 

desquamation. Au cours de ce processus, des enzymes protéolytiques sécrétées par 

les kératinosomes dans l’espace intercornéocytaire vont progressivement dégrader 

les structures d’adhésion (cornéodesmosomes). Parmi ces enzymes on retrouve les 

protéases à sérine (kallikréines 5 et 7), des protéases à cystéine et des protéases à 

aspartate (cathepsine D) (19-21). Les protéases et leurs inhibiteurs participant à ce 

processus sont finement régulés par le microenvironnement, notamment le pH de la 

couche cornée (22). 

3- La fonction de barrière épidermique physique et chimique 

L’épiderme est en contact direct avec l’environnement extérieur. Il subit en 

permanence des agressions physiques, chimiques, biologiques et mécaniques. De 

plus, il doit contrôler la perte en fluide de l’organisme afin de maintenir l’homéostasie 

corporelle. L’ensemble de ces fonctions est essentiellement assuré par la couche 

cornée. L’efficacité de la barrière repose sur des structures qui lui sont propres et qui 

incluent les systèmes de cohésion intercellulaire, la résistance des cellules assurées 

par l’enveloppe cornée et l’imperméabilité conférée par les lamelles lipidiques 

intercornéocytaires. 

3-1- Les structures d’adhésions intercellulaires 

Au sein de l’épiderme, on distingue quatre types de jonctions intercellulaires 

établies entre les kératinocytes : les jonctions serrées, les jonctions communicantes, 

les jonctions adhérentes, retrouvées uniquement dans les couches vivantes de 



23

l’épiderme, et les desmosomes répartis de la couche basale à la couche cornée 

(Figure 4). 

Les jonctions serrées se localisent le long des membranes latérales de la couche 

granuleuse. Elles participent à la régulation des flux paracellulaires d’eau et de 

molécules solubles comme l’atteste le modèle murin invalidé pour une protéine 

essentielle à la formation de ces structures, la claudine-1. Ces animaux présentent 

une peau ridée associé à une augmentation dramatique de la perte en eau 

transépidermique qui conduit à leur mort durant le premier jour de vie (23). 

Les jonctions communicantes (Gap) forment des tunnels intercellulaires qui assurent 

le transport d’électrolytes, de seconds messagers et de métabolites entre le 

cytoplasme de cellules adjacentes. Formées d’anneaux issus de l’assemblage de 

connexines, ces structures assurent le couplage électrique et biochimique entre les 

cellules de l’épiderme (24). Leur rôle dans la fonction de barrière et l’homéostasie 

épidermique est illustré par le modèle murin de surexpression de la connexine 26 

(25) et par les désordres de la kératinisation observé dans le syndrome de 

Vohwinckel, la kératodermie palmoplantaire avec surdité et le syndrome KID (26). 

Toutes ces pathologies sont dues à des mutations dans des gènes codant des 

protéines des Gap jonctions. 

Les jonctions adhérentes servent de points d’ancrage aux filaments d’actine du 

cytosquelette (27, 28). En leur absence, l’assemblage des autres jonctions 

intercellulaires, notamment les desmosomes, est compromise (29). 

Les desmosomes sont des jonctions intercellulaires importantes retrouvées 

essentiellement dans l’épiderme et dans le cœur (30). Les desmosomes confèrent la 

résistance mécanique et la rigidité aux tissus. Dans l’épiderme, ils sont présents 

dans toutes les couches cellulaires. Au niveau de la lame basale ils prennent la 

forme d’hémidesmosomes. Les desmosomes des couches intermédiaires deviennent 

ensuite des cornéodesmosomes, dans la couche cornée. Ils sont composés de trois 

familles de protéines : les protéines armadillos (plakoglobine et certaines 

plakophilines), les cadhérines (trois desmocollines et quatre desmogléines) et les 

plakines (desmoplakine, envoplakine,  
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Figure 4- Structures d’adhésions présentes dans l’épiderme. 

Quatre types de structures d’adhésion intercellulaires sont retrouvés dans 

l’épiderme : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les desmosmes et les 

jonctions communicantes. Ces jonctions cellule-cellule présentent un aspect 

ultrastructural caractéristique et reconnaissable par microscopie électronique à 

transmission. 

(Modifié d’après http://www.unifr.ch/anatomy/elearningfree/francais/epithel/epithel 

05.html (schéma de gauche); Kobielak & Fuchs (2004) Nat Rev Mol Cell Biol) 
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Figure 5- Maladies génétiques causées par des mutations des gènes codants 

les protéines de structure des desmosomes.  

Des mutations des gènes codant la plakophiline 2, la desmoplakine, les 

desmogléines 1 et 2 et la cornéodesmosine sont associées à des maladies 

dominantes (panel de gauche, jaune). Des mutations des gènes codant la 

plakophiline 1, la desmoplakine, la plakoglobine et la desmogléine 4 sont associées 

à des maladies recessives (panel de droite, rouge).  

(Modifié d’après Lai-Cheong (2007) J Invest Dermatol) 
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plectine, antigène 1 pemphigoïde bulleux, facteur de liaison des microtubules 

d’actine et cornéodesmosine) (29).  

Au cours de la cornification, les desmosomes s’enrichissent en cornéodesmosine qui 

est insérée au niveau des cadhérines après sécrétion par les corps lamellaires. La 

cornéodesmosine renforce les desmosomes qui apparaissent plus dense en 

microscopie électronique entre les cornéocytes (31). Les molécules extracellulaires 

des cornéodesmosomes (desmogléine, desmocolline et cornéodesmosine) sont 

progressivement dégradées par les enzymes de la desquamation, afin d’éliminer les 

cornéocytes superficiels. Des mutations dans les gènes codant les protéines 

desmosomales chez l’homme démontrent l’importance de ces constituants dans la 

peau, les cheveux et le cœur (Figure 5) (29). 

3-2- L’enveloppe cornée 

L’enveloppe cornée (EC) est formée sur la face interne de la membrane 

plasmique. Elle est retrouvée dans les cellules les plus différenciées des épithéliums 

stratifiés et squameux. L’EC consiste en une couche épaisse (10 nm) de protéines 

insolubles qui procure au tissu une barrière physique efficace. Dans le cas particulier 

des cornéocytes elle comprend, en plus d’une structure protéique, une monocouche 

de céramides liée de manière covalente aux protéines et servant d’ancrage aux 

lipides intercornéocytaires (Figure 6). 

La structure protéique de l’enveloppe cornée résulte d’un assemblage covalent entre 

plusieurs précurseurs protéiques grâce à l’action des transglutaminases (TGases), 

des enzymes dépendantes du calcium qui catalysent la formation de liaisons 

covalentes entre les protéines. Dans l’épiderme, la TGase 1 exprimée au niveau de 

la couche granuleuse est la plus importante comme illustré par l’ichtyose lamellaire, 

une ichthyose sévère causée par des mutations du gène de la TGase 1, TGM1 (32). 

L’assemblage de l’EC est un processus finement régulé par la concentration du 

calcium intracellulaire. Elle débute dans les couches épineuses supérieures et 

résulte de trois étapes successives. 

- L’étape initiale est associée à l’augmentation du calcium intracellulaire dans 

les cellules suprabasales. Pendant cette étape, la periplakine et l’envoplakine 

forment des hétérodimères stables auxquels se fixe de manière covalente 

l’involucrine grâce à l’action de la TGase1. Il en résulte une armature primaire 

particulièrement solide. 
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Figure 6- Mise en place de l’enveloppe cornée. 

Dans la couche épineuse (CE), l’augmentation de la concentration en Ca2+

intracellulaire induit l’expression de l’envoplakine, de la périplakine et de l’involucrine 

qui sont alors liées par l’action de la transglutaminase 1 sur la face interne de la 

membrane plasmique pour former l’armature primaire de l’enveloppe cornée (étape 

1). En progressant vers la surface de l’épiderme, dans la couche granuleuse (CG), il 

y a formation de l’enveloppe lipidique issue de la fusion de corps lamellaires avec la 

membrane plasmique des kératinocytes (étape 2). En même temps, les protéines de 

renforcement (kératines, loricrine…) sont progressivement liées entre elles par la 

transglutaminase 3, puis viennent s’intégrer dans la structure primaire grâce à 

l’action de la transglutaminase 1 (étape 3). L’enveloppe cornée qui en résulte 

procure aux cornéocytes leur rigidité et une plateforme d’ancrage pour les lamelles 

lipidiques qui confèreront à la couche cornée (CC) sa fonction de barrière 

imperméable.  

(Modifié d’après Kalinin (2001) J Cell Science.) 
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- La seconde étape commence au niveau de la couche granuleuse dans 

laquelle est mise en place l’enveloppe lipidique. Les corps lamellaires issus du Golgi 

fusionnent avec la membrane plasmique déversant leur contenu entre la couche 

granuleuse et la couche cornée. Les céramides à longue chaine présentes dans les 

membranes fusionnées sont liées aux protéines déjà en place par transestérification 

grâce à la TGase1. L’alignement de la partie extracellulaire des céramides le long de 

la surface externe forme ainsi l’enveloppe lipidique. 

- La troisième étape correspond à l’étape de renforcement de l’enveloppe 

cornée. Elle se produit de manière concomitante à la formation de l’enveloppe 

lipidique. Durant cette étape, différentes protéines (loricrine, SPRs (small proline-rich 

proteines)) sont polymérisées et assemblées par la TGase3. Les polymères sont 

ensuite transférés en périphérie pour être liés à l’armature protéique primaire par la 

TGase1 (33-35). 

Un autre composé de l’EC est le complexe filaggrine-kératine. La filaggrine est une 

protéine synthétisée sous forme d’un précurseur de haut poids moléculaire (500 kDa) 

et stockée dans les grains de kératohyaline de la couche granuleuse. La filaggrine 

est maturée par clivage protéolytique, qui libère des motifs monomériques (35 kDa) 

et un domaine N-terminale (36). Ce domaine peut être transloqué dans le noyau, 

suggérant son implication dans les événements nucléaires associés à la 

différenciation terminale (37, 38). La filaggrine permet l’agrégation des filaments de 

kératine parallèlement à la surface cutanée, entraînant un effondrement cellulaire à 

l’origine de l’aplatissement des cellules des couches granuleuse et cornée. Cet 

agrégat est en partie lié de manière covalente à l’EC. Lors des étapes finales de la 

cornification, la filaggrine se détache des filaments de kératine. Elle est alors 

complètement protéolysée en acides aminés hygroscopiques constituant le facteur 

naturel d’hydratation (39).  

La filaggrine est un élément essentielle à la fonction de barrière cutanée comme le 

montre les modèles murins présentant des mutations dans le gène FLG (40, 41) et la 

découverte de son rôle en tant que gène causal de l’ichtyose vulgaire, une 

pathologie fréquente de la kératinisation (42). 

L’enveloppe cornée contient d’autres protéines de diverses natures, telles que des 

inhibiteurs de protéases ou les protéines de la famille S100. L’ensemble de ces 

molécules contribue à la formation d’une coque rigide qui sert également de plate-
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forme d’ancrage aux bicouches lipidiques extracellulaires spécifiques de la couche 

cornée, les lamelles lipidiques. 

3-3- Les lamelles lipidiques intercornéocytaires

Les cornéocytes sont enveloppés dans un « ciment » lipidique originale et 

spécifique dont la composition diffère profondément de celle des membranes 

biologique. Les lipides majoritaires de la couche cornée sont les céramides (45-

50%), le cholestérol (25%) et les acides gras libres (10-15%) (43). Ils s’agencent de 

manière particulière en feuillet formant des lamelles lipidiques ou lamellae (18). La 

présence de ces lamelles lipidiques intercornéocytaires a été mise en évidence par la 

technique de microscopie électronique «cryofracture» (44, 45) et l’utilisation de la 

post-fixation au tétroxide de ruthénium, un agent préservant et contrastant les lipides 

(46).  

Les lamelles lipidiques de la couche cornée sont issues du déversement des 

granules lamellaires à l’interface entre la couche granuleuse et la couche cornée. 

Ces organites sont déjà présents dans les couches épineuses superficielles. Ils 

renferment les précurseurs lipidiques (glycosylcéramide, cholestérol et 

phospholipides) organisés en double-feuillet lipidique (47) et des enzymes 

cataboliques (48). Une fois dans l’espace intercellulaire, les précurseurs lipidiques 

subissent des transformations enzymatiques grâce au déversement simultané des 

enzymes de maturation. La β-glucocérébrosidase et la sphingomyélinase acide sont 

responsables de la formation des céramides alors que les phospholipides sont 

hydrolysés en acide gras libres par la phospholipase A2 (Figure 7). La composition 

lipidique particulière qui résulte de ces réactions enzymatiques est indispensable et 

peut expliquer l’organisation spatiale particulière des lamelles lipidiques (49). Un 

modèle propose que les lipides sont alignés parallèlement les uns aux autres, de 

façon perpendiculaire à la surface des cornéocytes. Les groupements polaires se 

retrouveraient sur la partie externe des lamelles alors que les groupements apolaires 

formeraient la partie interne (50).  

La nature hydrophobe des lipides lamellaires permet de limiter les flux des solutions 

aqueuses à travers la couche cornée. Cette propriété est cruciale pour lutter contre la 

déshydratation et permet d’empêcher la pénétration de molécules exogènes 

hydrophiles. 
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Figure 7- Les lamelles lipidiques intercornéocytaires.  

Les corps lamellaires de la couche granuleuse contiennent un empilement de 

feuillets lipidiques visibles en microscopie électronique après post-fixation au 

tétroxyde de ruthénium (a). Les feuillets lipidiques sont déversés à l’interface entre la 

couche granuleuse et la couche cornée avec les enzymes hydrolytiques 

responsables de leur maturation (c). Dans l’espace intercellulaire, les feuillets 

lipidiques fusionnent bout à bout pour former une enveloppe lipidique constituée d’un 

agencement particulier en bicouche lipidiques imperméables (c). Ces lipidiques 

intercornéocytaires sont observables (ICS) en microscopie électronique après post-

fixation au tétroxide de ruthénium (b).  

(Modifié d’après; Madison (2003) J Invest Dermatol (a, b) ; Proksch (2008) Exp 

Dermatol (c)) 
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En plus de ces fonctions de barrière physique et chimique, conférées par les 

jonctions intercellulaires, l’enveloppe cornée et les lamelles lipidiques, l’épiderme 

assure une barrière protectrice immunologique qui sera exposé dans la partie D. 
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PARTIE B- Le syndrome de Netherton 

I. Les ichtyoses 

Les ichtyoses forment un groupe hétérogène de maladie de la peau résultant 

d’un défaut de la kératinisation (51). Ces désordres sont regroupés en raison de leur 

origine génétique et du fait qu’ils se caractérisent par la présence généralisée de 

squames qui affecte tous les tissus épithéliaux. Les désordres de kératinisation 

confinés à des parties restreintes du corps tel que le groupe de kératoses 

palmoplantaires en sont exclus.  

Le terme ichtyose est dérivé du grecque «ichthys» qui signifie «poisson» et qui se 

réfère à l’apparence de la peau qui forme des squames semblables à des écailles. 

Les ichtyoses se manifestent dès la naissance ou plus tardivement au cours de la 

vie. Elles peuvent se limiter à une manifestation cutanée ou être associées à des 

anomalies systémiques affectant plusieurs organes. 

L’identification des gènes responsables de ces ichtyoses a permi de mieux 

comprendre la physiopathologie de ces dermatoses et de mieux les diagnostiquer. 

La différenciation épidermique est complexe et des défauts affectant les différentes 

étapes de ce processus peuvent rompre l’homéostasie épidermique et conduirent à 

une couche cornée anormale et l’apparition de squames. Les désordres sous-jacents 

peuvent être de différentes natures : 

- un défaut des protéines de structure de l’épiderme telles que certaines 

kératines ou des protéines de l’enveloppe cornée ; 

- un défaut des enzymes nécessaires à la cornification telle que la 

transglutaminase 1 ; 

- un défaut affectant la cohésion intercellulaire : anomalies des protéines des 

jonctions intercellulaires, défaut de contrôle de l’activité des protéases 

épidermiques responsables du clivage anormale des structures 

d’adhésions ; 

- un défaut de l’homéostasie lipidique secondaire aux anomalies des 

enzymes responsables de leur maturation ou de leur transport. 

Ces exemples illustrent la complexité des mécanismes conduisant à la mise en place 

d’une couche cornée fonctionnelle et démontrent que diverses anomalies qui 
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s’échelonnent tout le long du processus de cornification peuvent résulter en un 

phénotype clinique similaire.  

Ces désordres causent généralement un défaut de la fonction de barrière 

épidermique qui peut dans un second temps induire une inflammation et une 

hyperprolifération cutanée. 

L’avancée des connaissances sur les mécanismes impliqués dans le développement 

de ces ichtyoses permet de clarifier les mécanismes physiopathologiques mais 

également physiologiques de l’homéostasie cutanée. 

II. Manifestations cliniques du syndrome de Netherton 

Parmi les ichtyoses, on distingue le syndrome de Netherton (SN). Le syndrome de 

Netherton (OMIM 256500) est une génodermatose rare et sévère, transmise selon le 

mode autosomique récessif. Il s’agit d’une érythrodermie ichtyosiforme congénitale 

associée à une dysplasie pilaire spécifique (trichorrexis invaginata) et à la présence 

de manifestations atopiques constantes (52, 53) (Figure 8).  

A la naissance ou en période périnatale, les enfants atteints du SN présentent une 

érythrodermie (rougeur généralisée) congénitale ichtyosiforme (ECI) de sévérité 

variable. L’érythrodermie congénitale est souvent accompagnée d’une exfoliation 

exacerbée à l’origine de larges squames fines et translucides qui se détachent par 

lambeaux de l’épithélium sous-jacent. Ces anomalies cutanées sont à l’origine d’un 

défaut sévère de la fonction de barrière cutanée entraînant des complications telles 

qu’une déshydratation hypernatrémique intense et des infections récurrentes qui 

peuvent menacer le pronostic vital en période néonatale (54).  

L’érythrodermie desquamative semble être plus sévère durant la petite enfance et 

tend à s’améliorer avec l’âge (55). Elle peut perdurer tout le long de la vie dans les 

cas les plus sévères ou évoluer vers un phénotype moins sévère, l’ichtyose linéaire 

circomflexe (ILC). L’ILC est une condition particulière d’hyperkératose associée à la 

présence de plaques serpigineuses et érythémateuses bordées de squames en 

double collerette (56) (Figure 8). Ces lésions migrantes épisodiques se déplacent 

d’environ 0,5 mm par jour (57). En plus de ces lésions, les patients développent 
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Figure 8- Manifestations cliniques du syndrome de Netherton.  

Le syndrome de Netherton (SN) est caractérisé par une triade clinique incluant une 

érythrodermie ichtyosiforme congénitale (a, EIC) (rougeur généralisée et 

desquamation intense), une anomalie pilaire spécifique (b, trichorrhexis invaginata) 

et des manifestations atopiques (c, dermatite atopique). L’EIC sévère à la naissance 

tend à s’améliorer avec l’âge. L’érythrodermie desquamative peut se maintenir sous 

une forme moins sévère (d) ou évoluer vers une ichtyose linéaire circonflexe (e, ILC). 

L’ILC forme des lésions serpigineuses bordées de squames en double collerette. 

(Modifiés d’après Sprecher (2001) J Invest Dermatol (d, e)) 
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souvent une lichenification (épaississement de la peau) au niveau des zones de 

flexion associée à l’apparition de lésions de dermatite atopique (56). 

La majorité des patients SN ont une dysplasie spécifique de la tige pilaire appelée 

trichorrexis invaginata (TI) (Figure 8). La forme particulière du TI, ou cheveux 

bambous, est due à l’invagination de la partie distale de la tige pilaire dans la partie 

proximale. Un défaut de cornification de la gaine épithéliale interne du follicule pileux 

est à l’origine de cette anomalie. Contrairement aux autres anomalies pilaires qui 

peuvent être retrouvées chez les patients SN, telles que le trichorrexis nodosa (ou 

trichorrexie noueuse) et le pili torti (tige pilaire tordue), le TI est une dysplasie 

spécifique de la maladie (58). Elle doit être recherchée méticuleusement puisque 

seulement 20 à 50% des poils peuvent être affectés, le plus souvent au niveau des 

sourcils. 

Les patients SN souffrent également de manifestations atopiques constantes qui 

incluent une dermatite atopique, des rhinites allergiques et des allergies alimentaires 

fréquentes. Ces manifestations sont accompagnées d’une élévation significative du 

taux sérique d’immunoglobulines E (55, 59). (cf. paragraphe V) 

III.  Manifestations cutanées du syndrome de Netherton 

1-  Anomalies histologiques du syndrome de Netherton 

L’analyse histologique de la peau des patients atteint du SN révèle un grand 

nombre d’anomalies qui reflète des défauts de différenciation terminale et de 

prolifération au sein de l’épiderme. L’histopathologie du SN n’est pas spécifique de 

cette maladie puisqu’elle peut partager des caractéristiques retrouvées dans 

l’hyperkératose, le psoriasis et la dermatite atopique. 

Après coloration avec de l’hématoxyline/éosine d’une coupe de peau, des anomalies 

des couches les plus profondes de l’épiderme jusqu’à la couche cornée sont 

notables. Bien que la sévérité du phénotype soit variable d’un patient à l’autre, 

certaines anomalies apparaissent récurrentes (Figure 9) :  

- Une hyperplasie de l’épiderme qui correspond à une augmentation du 

nombre de couche de kératinocytes épineux (acanthose). 
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Figure 9- Anomalies histologiques de la peau des patients SN. 

(a) Coupe de peau humaine saine colorée à l’hématoxyline et éosine (HE). (b, c) 

Coupes de peau de patients SN, colorées à l’HE, présentant de nombreuses 

anomalies : la couche cornée, décollée de l’épiderme sous-jacent, est épaissie 

(hyperkératose) et contient des amas éosinophiles de cellules inflammatoires. Dans 

certains cas, des noyaux persistent dans les cornéocytes (parakératose) et on note 

une agranulose focale (couche granuleuse absente) (c). L’épiderme NS comporte 

plus d’assise de kératinocytes (acanthose) et s’invagine dans le derme 

(papillomatose), qui contient des infiltrats inflammatoires (b et c). (d) 

Immunohistochimie sur coupe de peau, avec un anticorps dirigé contre la protéine 

LEKTI. Dans la peau saine, LEKTI est détectée dans la couche granuleuse alors que 

la protéine est absente dans la peau des patients SN. 

(Modifié d’après Bitoun (2003) Hum Mol Genet (d))
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- Une invagination de l’épiderme dans le derme (papillomatose) 

caractéristique des pathologies cutanées inflammatoires. Ainsi l’épiderme 

SN papillomatosique est souvent qualifié d’épiderme psoriasiforme, bien 

que certains patients présentent une acanthose sans papillomatose. 

- Une dilatation des espaces intercellulaires (spongiose) modérée dans les 

couches profondes de l’épiderme. La spongiose est souvent secondaire à 

l’infiltration de cellules inflammatoires dans l’épiderme et à la sécrétion de 

protéases qui dégradent les structures d’adhésion intercellulaire et la 

matrice extracellulaire.  

- Lorsqu’elle est présente, la couche cornée des patients SN apparaît 

éosinophile (rouge) et très épaissie (hyperkératose). Selon les zones, on 

observe une hyperkératose orthokératosique (absence d’organelle dans 

les cornéocytes) ou parakératosique (persistance des organelles dans les 

cornéocytes). La parakératose focale est souvent associée à une 

agranulose des couches sous-jacente illustrant un défaut sévère de 

différenciation terminale. 

- Le derme des patients SN est plus riche en cellules que celui d’un individu 

sain. L’augmentation de la taille des vaisseaux sanguins est associée à la 

présente d’un infiltrat inflammatoire hétérogène périvasculaire et sub-

épidermique. Cette réaction inflammatoire est également associée, dans 

certaines zones de la couche cornée, à la présence d’amas de cellules 

inflammatoires entraînant la formation de micro-abcès qui rappellent les 

micro-abcès de Monroe retrouvés dans le psoriasis. 

2- Analyse ultrastructrale de l’épiderme SN 

L’analyse ultrastructurale de l’épiderme SN, par microscopie électronique à 

transmission, révèle des altérations majeures de la cornification. Les cornéocytes 

apparaissent incomplètement cornifiés, parakératosiques et contiennent parfois des 

gouttelettes lipidiques (60). En plus des défauts de cornification, la couche cornée 

apparaît moins cohésive et on peut observer la présence de clivages anormaux des  
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Figure 10- Anomalies ultrastructurales de l’épiderme des patients SN.

(a) Epiderme normal présentant une couche cornée (CC) compacte adhérant à la 

couche granuleuse (CG) sous-jacente, dans laquelle sont visibles des grains de 

kératihyaline (flèches noires). (b, c) La couche cornée des patients SN apparaît 

anormale avec la présence de résidus d’organelles denses aux électrons et de 

gouttelettes lipidiques (b, têtes de flèche vertes et rouges, respectivement). Elle se 

détache en totalité ou partiellement de la CG (c, flèches noires). Dans la couche 

granuleuse, les grains de kératohyalines sont rares et de petite taille (b, flèches 

noires). (d) Dans un épiderme normal, les lipides déversés à l’interface entre les 

couches granuleuse et cornée s’organisent en bicouches lipidiques, alors qu’elles 

apparaissent non maturées et forment des pelotes dans les espaces 

intercornéocytaires de l’épiderme NS (e). Les microclivages entre les cornéocytes de 

la couche cornée des patients SN coïncident avec la rupture asymétrique des 

cornéodesmosomes (f). (g) Cornéodesmosome intact dans un épiderme normal. 

CC : Couche cornée ; CG : Couche granuleuse 

Echelle : a, e: 1µm ; b : 5µm ; c : 2µm ; d : 0,1µm ; f, g : 0,5µm 

(Modifiés d’après Prost-Squarcioni (2006) Med Science (a) ; Muller (2002) Br J 

Dermatol (b, c) ; Fartash (1999) Arch Dermatol (d, e) ; Ishida-Yamamoto (2005) J 

Invest Dermatol (f)) 
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cornéodesmosomes qui sont moins nombreux que chez un individu sain (60-62). 

Après post-fixation au tétroxide de ruthénium, qui permet de conserver les structures 

lipides, les kératinosomes apparaissent désorganisés. De plus, leur contenu lipidique 

est prématurément secrété dans les espaces intercellulaires et la formation des 

lamelles lipidiques est perturbée. Ces dernières laissent place à des « pelotes » 

lipidiques associées à une dilatation des espaces intercellulaire (63). 

Les cellules de la couche granuleuse sous-jacentes sont moins aplaties que celles 

d’un épiderme sain et contiennent moins de grains de kératohyaline et les filaments 

de kératine sont plus rares (60) (Figure 10). 

3- Défaut de différenciation terminale 

L’ensemble des défauts histologiques et ultrastructuraux observés dans 

l’épiderme SN concordent avec des altérations du processus de cornification.  

Notre équipe a pu mettre en évidence une augmentation de la détection des 

protéines de l’enveloppe cornée, l’involucrine et la loricrine, dans l’épiderme de 

patient SN comparé à une peau saine. D’autre part, la filaggrine adopte un profile 

d’expression anormal et discontinu dans la couche cornée des patients (62). Il est 

probable que le défaut de barrière cutanée secondaire au détachement de la couche 

cornée résulte en la mise en place de mécanismes de compensation visant à rétablir 

l’homéostasie épidermique. Ceux-ci inclus une différenciation anormale et accélérée 

(coïncidant avec l’augmentation des marqueurs de la différenciation terminale), une 

hyperprolifération (concordant avec l’acanthose observée chez les patients) et une 

hyperkératose (64).

IV. Physiopathologie du syndrome de Netherton 

1- SPINK5

Le gène responsable du syndrome de Netherton a été identifié en 2000, par 

l’équipe du Pr Hovnanian (65, 66). Localisé en 5q32, il s’agit du gène SPINK5

(Serine Protease INhibitor Kazal type 5) dont les mutations décrites conduisent à la 

formation de codons stop prématurés (67, 68). Ceci a pour conséquence une 

réduction significative de l’expression du transcrit correspondant (67). 
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Figure 11- Schéma de l’organisation du gène SPINK5 et de la protéine LEKTI. 

(a) Le gène SPINK5 fait 61 kb et est composé de 33 exons (rectangles rouges). Il 

code la protéine LEKTI comportant 15 domaines potentiellement inhibiteurs de type 

Kazal (cylindres rouges et bleus). Les domaines sont codés par les exons impairs de 

SPINK5 et leur linkers par les exons pairs. Les domaines 2 et 15 (cylindres rouges) 

sont des domaines Kazal classiques alors que les 13 autres domaines (cylindres 

bleus) sont des Kazal-like possédant un pont disulfure de moins. (b) Il existe 3 

transcrits de SPINK5 codant : la forme entière de LEKTI (LEKTI), LEKTI long (LEKTI 

I) et LEKTI court (LEKTIc). La forme longue de LEKTI diffère du transcrit «entier» par 

l’insertion de 90 pb en aval de l’exon 28, créant ainsi une région linker plus longue 

(rouge) entre les domaines D13 et D14. La forme courte de LEKTI est délétée des 

domaines D14 et D15 suite à la prise en charge d’un site de polyadénylation 

alternatif dans l’intron 28.

(Modifié d’après Tartaglia-Polcini (2006) J Invest Dermatol (b)) 
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Le gène SPINK5 s’étend sur 61 kb et comprend 33 exons chez l’homme (65). Il code 

l’inhibiteur de protéases à sérine LEKTI (Lympho-Epitheliale Kazal Type related 

Inhibitor) (69) (Figure 11). 

2- LEKTI 

LEKTI est exprimée spécifiquement au niveau des couches de cellules 

vivantes les plus différenciées des épithéliums stratifiés tels que l’épiderme, les 

muqueuses orales et vaginales, la trachée, ainsi que dans les corpuscules de Hassal 

thymique, les amygdales et les glandes parathyroïdiennes. Dans l’épiderme 

interfolliculaire, LEKTI est majoritairement détectée dans la couche granuleuse. 

LEKTI est aussi exprimée dans la gaine épithéliale interne et les cellules matricielles 

des follicules pileux et le canal excréteur des glandes sébacées (70).  

LEKTI appartient à la famille des inhibiteurs de protéases à sérine organisée en 15 

domaines (D1 à D15) particulièrement conservés. Les domaines D2 et D15 

présentent une forte identité de séquence avec le motif consensus d’un domaine 

Kazal dans lequel 6 résidus cystéines sont engagés dans la formation de trois ponts 

disulfures. Les 12 autres domaines, nommés «Kazal-like», n’ont que 4 des 6 résidus 

cytéines. Cependant, leur structure tridimentionnelle n’est pas différente de celle d’un 

domaine Kazal typique, avec notament le maintient de la boucle inhibitrice. Seul le 

domaine D1 possède une structure différente suggérant une absence de fonction 

inhibitrice (69, 71).  

Les domaines de LEKTI sont séparés par des régions linkers sensibles au clivage 

par les Subtilisin-like Proprotein convertase (SPC) (72). Le clivage des linkers par les 

SPC, plus particulièrement par la furine dans le cas de LEKTI (22), permet la 

libération de fragments mono- ou multimériques actifs de LEKTI (22, 70, 73-76). Il 

existe trois transcrits alternatif de SPINK5. La forme entière de LEKTI (LEKTI full-

length), une forme longue de LEKTI (LEKTI long) et une forme courte (LEKTI short). 

La forme longue de LEKTI résulte d’une insertion de 90pb en aval de l’exon 28 

créant un linker plus long entre les domaines D13 et D14. La forme courte de LEKTI 

est due à la prise en charge d’un site de polyadénylation alternatif au niveau de 

l’intron 28. Ceci résulte en une forme dépourvue pour les domaines D14 et D15 

(Figure 11). 

Chaque forme de LEKTI présente ses propres capacités inhibitrices. Les produits de 

maturation de LEKTI sont capables d’inhiber plus ou moins efficacement un vaste  
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Figure 12- Schéma de la régulation du mécanisme de desquamation orchestrée 

par LEKTI. 

En condition physiologique, LEKTI et ses protéases cibles (kallikréines (KLKs) 5, 7 et 

14) sont déversées à l’interface entre la couche granuleuse et la couche cornée. 

Dans les couches profondes de la couche cornée le pH basique (6,8-7,5) permet une 

forte interaction entre les KLK et LEKTI qui préserve ainsi les structures d’adhésion : 

les cornéodesmosomes. En remontant vers la surface, le pH s’acidifie et l’interaction 

protéase/inhibiteur devient moins forte. Les KLKs sont alors disponibles pour 

dégrader progressivement les cornéodesmosomes conduisant à la libération des 

cornéocytes les plus superficiels qui se détachent de l’épiderme. Dans le cas du SN, 

en absence de LEKTI, les KLKs dégradent les cornéodesmosomes dès leur 

libération par les kératinocytes granuleux. Il en résulte un détachement en bloque de 

la couche cornée qui est un événement clé de la physiopathologie de la maladie. 

(Modifié d’après Deraison (2007) Mol Biol Cell) 
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éventail de protéases telles que la trypsine, l’élastase du neutrophile, la subtilisine A, 

la cathepsine G et la chymotrypsine. De manière plus spécifique, certains fragments 

inhibent efficacement les kallikréines 5, 7 et 14, exprimées dans les couches les plus 

différenciées de l’épiderme (22, 74-77). Ces kallikréines sont des protéases à sérine 

les plus représentées dans l’épiderme. La KLK5 possède une activité de type 

trypsique, alors que la KLK7 est une protéase de type chymotrypsine. La KLK14 

possède quant-à elle ces deux types d’activité. 

Les fragments de LEKTI sont déversés dans l’espace intercellulaire entre la couche 

granuleuse et la couche cornée en même temps que ses protéases cibles, les KLK5 

et KLK7 (61). L’interaction protéase/inhibiteur de protéase, régulée par le gradient de 

pH de la couche cornée, permet une desquamation contrôlée des cornéocytes les 

plus superficiels. En effet, à pH basique (6,8-7,5) dans les couches profondes du 

stratum corneum, l’intéraction entre LEKTI et ses cibles est forte. Lorsque le pH 

s’acidifie, dans les couches supérieures du stratum corneum, cette force d’interaction 

diminue, ce qui a pour conséquence la libération des protéases qui peuvent alors 

dégrader les cornéodesmosomes les plus superficiels (22) (Figure 12).  

Dans le cas du SN, en absence de LEKTI (70), les KLKs dégradent les 

cornéodesmosomes dès leur libération par les kératinocytes granuleux (20). Il en 

résulte un détachement en bloque de la couche cornée (Figure 9).qui est un 

événement clé de la physiopathologie de la maladie.

Par ces capacités inhibitrices et sa localisation tissulaire et cellulaire, LEKTI est un 

facteur essentiel à l’homéostasie épidermique. Son rôle dans la différenciation 

terminale et le maintien de la barrière cutanée est illustré par le syndrome de 

Netherton. 

3- Modèle murin Spink5-/- 

Afin d’identifier les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le SN, 

notre équipe a développé un modèle murin invalidé pour le gène Spink5 (Spink5-/-) 

par recombinaison homologue (78). 

Dès la naissance, les souris Spink5-/- reproduisent des caractéristiques 

phénotypiques de la maladie incluant une érosion cutanée essentiellement au 

niveau des zones de friction et une anomalie des vibrisses qui apparaissent 

peu nombreuses, mal orientées et recourbées (Figure 13). 
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Figure 13- Erosion cutanée des souriceaux déficients en LEKTI. 

Dès la naissance les souriceaux Spink5-/- (KO) présentent une érosion cutanée au 

niveau des zones de frottement (a, b). L’analyse histologique de coupe de peau de 

souriceaux après coloration à l’hématoxyline/éosine (c, d), révèle le détachement en 

bloc de la couche cornée (d, double flèche). 

(Modifié d’après Descargues (2005) Nat Genet) 
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Figure 14- Les greffes de peau Spink5-/- reproduisent le phénotype 

histologique du syndrome de Netherton. 

La peau des souriceaux sauvages (WT, a) ou Spink5-/- (KO, b) est greffée sur le dos 

d’une souris immunodéficiente (nude). Les greffes KO apparaissent érythémateuses, 

recouvertes de squames épaisses et alopéciques (b). (c-e) L’analyse histologique de 

coupe de peau greffée après coloration à l’hématoxyline/éosine  révèle que 

l’épiderme KO est hyperplasique et papillomatosique (d, e). La couche cornée 

hyperkératosique se détache par endroit en bloc de la couche granuleuse sous-

jacente (d). Des infiltrats inflammatoires dermiques sont également visibles (e). 

(Modifié d’après Descargues (2005) Nat Genet) 
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La peau de ces souris présente une légère acanthose. La couche cornée se détache 

en bloc de l’épiderme sous-jacent (Figure 13), entraînant un défaut sévère de la 

fonction de barrière cutanée et la mort rapide des nouveau-nés par déshydratation. 

Cet événement majeur de la physiopathologie du SN est dû au clivage asymétrique 

des desmosomes entre la couche granuleuse et la couche cornée. Ces anomalies 

sont similaires à celles observées chez les patients SN (61) et sont secondaires à la 

dégradation de la desmogléine 1, importante pour l’adhésion des desmosomes dans 

les couches supérieures de l’épiderme. Cette dégradation est la conséquence de 

l’augmentation de l’activité protéolytique de trois protéases. Parmi celles-ci les 

kallikréines (KLK) 5 et 7 sont capables de dégrader la desmogléine 1 in vitro (20). 

Les souris Spink5-/- présentent aussi des anomalies majeures de la différenciation 

terminale illustrées par un profil d’expression anormal des marqueurs de la 

différenciation, révélé par immunohistochimie (78).  

Le modèle de greffe de peau de nouveau-nés Spink5-/- sur des souris 

immunodéficiences a permi de mettre en évidence des anomalies secondaires à 

l’absence prolongée de LEKTI dans l’épiderme. L’épiderme des peaux Spink5-/-  

greffée montre une acanthose marquée associée à une hyperprolifération des 

cellules de la couche basale de l’épiderme (augmentation du nombre de cellules 

positives pour le BrdU). Les greffes de peau Spink5-/- apparaissent hyperkératosique 

lorsque la couche cornée n’est pas détachée. De plus, des infiltrats inflammatoires 

dermiques sont observés dans les greffes Spink5-/- (Figure 14). Ces lésions 

érythémateuses, squameuses et alopéciques, plus avancées que celles observées 

chez les nouveau-nés, reproduisent les symptômes cliniques du syndrome de 

Netherton (78). 

V. Inflammation et allergie dans le syndrome de Netherton 

Les manifestations atopiques font parties de la triade clinique du syndrome de 

Netherton. Elles incluent de l’eczéma atopique (dermatite atopique), de l’asthme 

allergique, des rhinites allergiques, des allergies alimentaires (79) et un taux sérique 

élevé d’immunoglobulines E (55).  

Au niveau histologique, un infiltrat inflammatoire périvasculaire composé de cellules 

mononuclées associé à une augmentation de la taille des vaisseaux est souvent 
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présent. Ces anomalies peuvent expliquer l’angio-œdème faciale observé chez les 

jeunes enfants atteints et l’érythème généralisé.  

Au niveau systémique, l’hyper-éosinophilie sanguine et l’hyper-IgE sont les 

phénotypes le plus répandus. Van Gysel et al. ont analysé la production de cytokines 

par les lymphocytes T circulant chez trois jeunes patients SN. Cependant, cette 

étude a révélé une hétérogénéité entre ces individus. En effet, un des patients avait 

une production réduite de cytokine Th1 (IFNγ) et Th2 (IL4, IL5 et IL13), alors que le 

second présentait une production accrue d’IL4 et d’IL5. Le troisième patient 

présentait quant à lui une diminution de la production d’IFNγ (80). Bien que 

l’augmentation de l’IL4 et de l’IL5, ou la diminution de l’IFNγ puissent favoriser 

l’activation des cellules de type Th2 et expliquer l’hyper-IgE sérique, elles ne 

permettent pas d’identifier un mécanisme spécifique responsable de l’atopie chez les 

patients SN. 

L’ensemble de ces manifestations observées dans le SN évoque un désordre 

immunologique chez ces patients. Cependant, il n’existe à ce jour que très peu 

d’étude à ce sujet. D’autres arguments supplémentaires suggèrent également un 

désordre immunitaire. En effet, LEKTI est exprimé au niveau des tissus en contact 

avec l’environnement et dans les corpuscules de Hassal du thymus. De plus, le SN 

est une des rares ichtyoses avec un défaut de barrière cutanée présentant des 

manifestations atopiques constantes. Ceci suggère un rôle potentiel de LEKTI dans 

la régulation de la réponse l’immune. Cette hypothèse est également renforcée par 

des études qui ont mis en évidence une association entre des polymorphismes de 

SPINK5 et l’atopie, la dermatite atopique et l’asthme allergique (81-85). 

VI. Traitement du SN 

Les traitements actuels des ichtyoses ne sont que symptomatiques et visent à 

contrôler la perte en eau transépidermique en améliorant la fonction de barrière 

cutanée. L’application de solutions émollientes sur la surface du corps permet, grâce 

à leur composition lipidique, de former un film protecteur qui se substitue à la barrière 

cutanée défectueuse. Leur utilisation améliore significativement l’aspect cutané et à 

ce jour aucuns effets secondaires indésirables ne surviennent après une utilisation 

prolongée. C’est le cas de la lotion émolliente contenant 12 % de lactate 
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d’ammonium (Lac-Hydrin), utilisée avec succès dans plusieurs études indépendantes 

(86, 87). 

D’autres stratégies thérapeutiques ont été testées chez les patients SN, avec une 

efficacité et des effets secondaires indésirables variables. 

L’application topique de stéroïdes, en tant qu’anti-inflammatoires, au niveau des 

zones eczématiformes, a été peu efficace. De plus, le risque d’absorption systémique 

s’est avéré trop élevé chez les patients SN, conduisant à l’apparition d’un syndrome 

de cushing (œdème faciale) et à l’abandon de ce traitement dans le cas du SN (88). 

L’administration locale ou systémique de rétinoïdes, qui agissent sur la différenciation 

épidermique, est limitée par le risque d’aggravation des lésions et d’augmentation de 

l’irritation cutanée. Cependant, il semblerait qu’une utilisation à faible dose, ajustée 

en fonction des lésions du patient, puisse avoir des effets bénéfiques (55, 89-92). 

La photothérapie PUVA, correspondant à une irradiation aux UVA après application 

de methoxypsoralen (8-MOP), a été utilisée pour traiter une patiente SN de 22 ans. 

Deux à trois séances de photothérapie ont permi l’amélioration des lésions puis leur 

disparition à plus long terme. Cependant, le maintien de ce traitement est nécessaire 

pour éviter la réapparition de lésion. De plus, l’inconvénient de ce type de thérapie, 

comme toutes les expositions prolongées aux UV, réside dans l’augmentation du 

risque de carcinogénèse (93). 

Le calcipotriol est un analogue synthétique de la vitamine D. Ces effets 

antiprolifératifs et favorisant la différenciation des kératinocytes a pu être démontré 

dans le traitement de désordres de la kératinisation et d’ichtyoses (94, 95). Le 

calcipotriol possède également des effets immunomodulateurs. L’application locale 

de calcipotriol sur un jeune patient SN présentant une ILC a significativement 

amélioré le phénotype cutané. Une amélioration de l’érythème et de la desquamation 

a dans un premier temps été constaté, suivi d’une rémission totale d’une durée d’un 

mois. Aucun effet secondaire nocif n’a été observé (96). Il est nécessaire de valider 

l’efficacité et l’innocuité de ce traitement sur un plus grand nombre de patient SN, 

d’autant plus que la vitamine D peut induire des irritations chez certains individus. 

Le tacrolimus et le pimecrolimus sont des immunomodulateurs de la famille des 

inhibiteurs de la calcineurine. Ces molécules ont pour effet de bloquer l’activation des 

lymphocytes T, la production de cytokines pro-inflammatoires et également 

d’empêcher la dégranulation des mastocytes (97-99). Alors que le primecrolimus a 

une action sélective sur les lymphocytes T et les mastocytes, le tacrolimus peut 
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également affecter les cellules dendritiques et les cellules de Langerhans (97, 99-

102). L’utilisation du tacrolimus s’est avéré efficace pour l’amélioration du phénotype 

clinique de 6 patients SN (103-105). Cependant dans une de ces études, une 

absorption trop importante du tacrolimus dans le sang de patients a remis en 

question l’utilisation de la molécule pour le traitement de cette maladie présentant un 

défaut majeur de la barrière cutanée (103). Le pimecrolimus, dérivé du tacrolimus, 

possède des propriétés lipophiles différentes le rendant moins susceptible à passer 

dans le sang que le tacrolimus (106). Son utilisation dans deux études 

indépendantes a conduit à une amélioration significative des lésions cutanées chez 5 

patients SN, sans aucun effet toxique de la molécule (105, 107). L’efficacité du 

pimecrolimus a été démontrée dans d’autres pathologies inflammatoires cutanées 

telles que la dermatite atopique (97) et le psoriasis (108). Bien que le pimécrolimus 

offre également des perspectives thérapeutiques intéressantes, aucun traitement 

spécifique du SN n’existe à ce jour. 
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Figure 15- Manifestations cliniques cutanées de la dermatite atopique. 

(a) Pendant la petite enfance, les lésions sont localisées essentiellement au niveau 

du visage et lésions forment des plaques érythémateuses avec la présence de 

papules (a, b). Avec l’âge, des plaques de lichenification apparaissent au niveau des 

zones de frictions (b, c). 

(Modifié d’après Oyoshi (2009) Adv Immunol) 
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PARTIE C- La Dermatite Atopique 

La dermatite atopique (DA) est une des caractéristiques majeures du syndrome 

de Netherton, qui le distingue de la majorité des autres ichtyoses. 

Il s’agit d’une maladie inflammatoire cutanée commune souvent associée à des 

antécédents allergiques familiaux ou individuels. La DA est une maladie 

multifactorielle avec une composante génétique et environnementale. La prévalence 

de la maladie est en augmentation en particulier dans les sociétés occidentales et 

industrialisées (109, 110). La DA commence généralement à l’enfance mais tend à 

s’améliorer et même parfois à disparaître avec l’âge. Cependant elle persiste à l’âge 

adulte dans 15% des cas. Les caractéristiques de la DA sont un défaut de la fonction 

de barrière cutanée associé à une peau sèche et irritée.  

I. Aspects cliniques de la dermatite atopique 

1- Définition et aspects cliniques 

La Dermatite atopique est une maladie inflammatoire chronique qui se 

développe communément durant la période périnatale et l’enfance. Le diagnostic de 

la DA repose sur des symptômes cliniques incluant des plaques érythémateuses, 

des papules et/ou une lichenification au niveau des jointures accompagnées d’un 

prurit intense (démangeaison) et d’une hypersensibilité cutanée (Figure 15). La DA 

fait partie des maladies atopiques avec l’asthme et la rhinite allergique. Il est fréquent 

que les patients présentent un taux d’IgE sérique élevé et une éosinophilie sanguine 

(présence anormale d’un grand nombre d’éosinophiles circulants). Ces patients ont 

une tendance élevée à développer de l’asthme ou des rhinites allergiques plus tard 

dans leur vie, un phénomène connu sous le nom de « marche atopique ». 

On distingue deux groupes de DA basés sur la concentration sérique en IgE totaux 

et spécifiques : 

- la forme dite «extrinsèque» (EAD) affecte 70 à 80% des patients. Elle est 

caractérisée par un taux élevé d’IgE totaux et spécifiques dans le sang et 

dans la peau ; 

- la forme dite «intrinsèque» (IAD) affecte 20 à 30% des patients. Elle est 

associée à un taux d’IgE total normal et à l’absence d’IgE spécifiques 

(111). 
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2- Histologie 

L’analyse histologique des lésions aigües de la DA révèle une spongiose 

prononcée, une acanthose, une hyperkératose parakératosique, une acantholyse 

(séparation intra épidermique) et la présence de cellules inflammatoires en grand 

nombre. L’infiltration est composée de LT CD4+, de cellules présentatrices d’antigène 

(CPAs) telles que des cellules dendritiques inflammatoires épidermiques (IDECs) et 

des cellules de Langerhans. L’infiltrat comprend également d’autres cellules 

appartenant au système immunitaire inné telles que des macrophages et des 

mastocytes activés. 

Les lésions chroniques de DA, correspondant à la phase de lichenification, 

présentent une hyperplasie épidermique plus marquée. Ces lésions présentent 

également une infiltration dermique de cellules mononucléées avec dominance de 

macrophages et une accumulation périvasculaire de lymphocytes moins nombreux 

que dans les lésions aigues (109) (Figure 16). 

Les infiltrats lymphocytaires dermiques sont équivalents dans l’EAD et l’IAD (112) 

mais les éosinophiles sont beaucoup plus nombreux dans la peau de l’EAD alors 

qu’il n’y pas de différences au niveau de l’éosinophilie sanguine (113, 114). Une 

autre différence notable entre les deux formes de DA concerne la production de 

cytokines. En effet, dans l’EAD l’expression cutanée des cytokines Th2, notamment 

l’IL4 et l’IL13 (induisant la synthèse d’IgE par les Lymphocytes B) et l’IL5 

(recrutement et survie de éosinophiles), est supérieure à celle de l’IAD (112, 113). 

Chez les patients DA les zones non lésées sont différentes d’une peau saine. En 

absence de lésion, la peau apparaît plus sensible aux agents chimiques et 

physiques. De plus, elle présente un petit infiltrat inflammatoire lymphocytaire 

périvasculaire jamais observé dans une peau saine (115, 116). 

II. Génétique 

 L’hérédité de la DA est complexe, puisque le développement de la maladie est 

influencé par une multitude de gènes et que l’expression phénotypique est modifiée 

par les facteurs environnementaux. Des études d’association génétique à grande 

échelle  
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Figure 16- Phénotype histologique de la dermatite atopique. 

Coupe de peau au niveau des lésions de dermatite atopique aigüe (a) et chronique 

(b). 

(Modifié d’après Leung & Bieber (2003) Lancet) 
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ont révélé plusieurs loci potentiellement associés à la DA dans les régions 

chromosomiques 3q21, 1q21, 17q25, 20q12 et 3p26 (117-120). De manière 

surprenante, ces loci ne coïncident généralement pas avec les régions liées à 

d’autres maladies allergiques partageant une réponse Th2 systémique anormale telle 

que l’asthme (121). En revanche, les loci de la DA présentent un plus grand degré 

d’association avec ceux du psoriasis (1q21, 3q21, 17q25 et 20p12) alors que ces 

deux maladies sont rarement liées et présentent une composante inflammatoire 

différente (121) (Figure 17). 

En plus de ces approches à grande échelle, des études de gènes candidats ont été 

réalisées. Elles sont basées sur des hypothèses issues des connaissances des 

fonctions biologiques et des mécanismes physiopathologiques préexistants. Cette 

approche est néanmoins limitée dans son potentiel à identifier de nouvelles voies 

biologiques, puisqu’elle ne prend en compte uniquement que des acteurs potentiels 

déjà connus. Actuellement plusieurs gènes candidats ont été identifiés dans la DA 

(122-124), qui peuvent être classés en deux catégories : les gènes impliqués dans la 

fonction de barrière cutanée et les gènes impliqués dans la réponse immunitaire. 

1- Les gènes de la fonction de barrière cutanée 

 La DA présente un fort lien génétique avec la région chromosomique 1q21 

contenant l’EDC humain (Epidermal Differenciation Complex) qui renferme un grand 

nombre de gènes impliqués dans la différenciation épidermique (121). 

Parmi ces gènes, on distingue celui de la filaggrine (FLG) dont les mutations ont été 

associées à la DA chez des patients d’origines ethniques différentes (125-129). FLG, 

localisé en 1q21.3, est le gène causal de l’ichtyose vulgaire (IV), un désordre 

commun de la kératinisation à transmission autosomique dominante, (42). L’IV est 

caractérisée par une hyperlinéarité palmo-plantaire, et la présence de fines squames 

essentiellement au niveau du tronc des bras et des jambes. La sévérité de la maladie 

corrèle avec la reduction des grains de kératohyalines dans la couche granuleuse qui 

reflète un défaut de synthèse de la filaggrine (130). 37 à 50% des patients atteints 

d’IV développent des maladies atopiques (131), suggérant un lien entre le défaut de 

filaggrine et l’atopie. 

A ce jour, 20 mutations associées à la DA sont décrites dans les populations 

européennes et 17 dans les populations asiatiques (132, 133). Deux mutations perte  
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Figure 17- Loci de susceptibilité à l’asthme, à la dermatite atopique et à 

d’autres désordres immunitaires. 

Seuls les loci avec une liaison significative sont représentés. Le locus de l’EDC 

(Epidermal Differentiation Complexe) est signalé par une flèche. On remarque que 

plusieurs régions sont communes à la dermatite atopique et au psoriasis, alors que 

peu de recoupement sont observés entre la dermatite atopique et l’asthme. 

(Modifié d’après Cookson (2004), Nat Rev Immunol) 
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de fonction (R510X et 2282del4) sont les mutations les plus fréquemment retrouvées 

chez les patients DA d’origine européenne. Elles représentent un facteur de risque 

de l’asthme lié à la DA, mais pas de l’asthme seul (127, 129, 134).  

En plus de ce gène, d’autres gènes impliqués dans la fonction de barrière cutanée 

pourraient jouer un rôle important dans la physiopathologie de la DA. Ainsi, des 

mutations dans les gènes KLK7 et SPINK5 ont été identifiés en association avec la 

dermatite atopique. Le gène KLK7 localisé en 19q13 présente une insertion dans son 

3’UTR associé à l’IAD (135). Cependant, ces résultats n’ont jamais été reproduits. 

Plusieurs équipes ont démontré une association entre des variants de SPINK5 et la 

DA. Parmi ceux-ci, le SNP E420K semble être associé à l’atopie et à la DA dans des 

populations d’origines éthniques différentes (81-85, 136).  

2- Les gènes de la réponse immune 

De nombreux gènes impliqués dans la réponse immune présentent des 

mutations associées à l’atopie et la DA. 

On peut distinguer 2 groupes de gènes (Tableau 1) :

- les gènes impliqués dans la réponse Th2 dont les mutations augmentent la 

production de cytokines pro-allergiques telles que l’IL4, l’IL13 et l’IL31 

- les gènes impliqués dans la reconnaissance des pathogènes tels que les 

Toll Like Recepteur (TLR). 

Ces données permettent de mettre en évidence l’importance de la balance Th1/Th2. 

Ainsi la prédisposition à l’atopie pourrait être la conséquence d’une réponse Th2 

exacerbée, ou d’un défaut de la réponse Th1. 

III. Physiopathologie de la dermatite atopique 

 A ce jour, la contribution respective de la fonction de barrière cutanée et du 

système immunitaire dans le développement de la DA reste mal définie. 

Un scénario proposé pour expliquer le développement de la DA est celui d’une peau 

perméable, sèche et irritée qui prédispose d’une part à la pénétration d’allergènes et 

de microbes et d’autre part au développement d’un microenvironnement local pro-

allergique. 
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Tableau 1- Gènes de la réponse immunitaire dont les polymorphismes sont 

associés au développement de la dermatite atopique.
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La contribution respective du défaut de barrière cutanée et du désordre immunitaire 

est illustrée par des maladies qui présentent une inflammation cutanée allergique de 

type DA. Ces maladies représentent les deux extrêmes dans l’engagement de la 

peau face au système immunitaire dans la pathogenèse de la DA : 

- Le syndrome de Netherton illustre le versant cutané de la maladie. 

- Le syndrome IPEX (Immunodérégulation, Polyendocrinopathies, 

Entéropathie auto-immune liée au chromosome X) et le syndrome de 

Wiskott-Aldrich (WAS) illustrent le versant immunologique. Dans l’IPEX et 

le WAS, des mutations dans les gènes FOXP3 et WASP sont 

responsables d’un défaut du nombre et de la fonction des lymphocytes T 

régulateurs (137-139). 

Ainsi les deux composantes (barrière cutanée et immunité) représentées par des 

maladies monogéniques, pourraient avoir un rôle équivalent dans l’émergence de la 

DA.  

1- Défaut de barrière cutanée 

Un certain nombre d’évidences montre que la perte de la barrière cutanée est 

un facteur important dans le développement de la DA. En effet, les patients atteints 

de DA présentent un défaut de barrière cutanée avec une structure et une chimie 

anormale de la couche cornée aussi bien au niveau des zones lésionnelles que non 

lésionnelles. Le défaut de barrière conduit à une augmentation de la perte en eau 

trans-épidermique qui se traduit par une sécheresse de la peau (xérosis). La peau 

apparaît alors sèche, squameuse, rugueuse et un peu ridée (140, 141). 

Parmi les défauts structurels cutanés, les anomalies lipidiques peuvent être 

impliquées dans la maladie. Dans la peau DA lésionnelle ou non lésionnelle, les 

céramides 1 et 3 sont réduites, alors que la quantité de cholestérol est augmentée 

comparée à celle d’un individu sain (142-144). De plus, l’analyse par microscopie 

électronique a révélé la rétention des corps lamellaires dans la couche cornée et 

l’absence de formation des lamelles lipidiques indispensables à l’imperméabilité de 

l’épiderme (145).  

La sécheresse cutanée est responsable de l’apparition du prurit qui aggrave les 

lésions et favorise la pénétration d’allergène. Ils existent également des évidences 

expérimentales suggérant que le traumatisme mécanique infligé lors du grattage joue 
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un rôle dans la polarisation de la réponse immune contre des antigènes ayant 

pénétré à travers la peau. Ainsi, l’altération de la couche cornée par « tape-

stripping » associée à la pénétration d’antigènes chez la souris induit une réponse 

inflammatoire allergique cutanée qui reproduit des caractéristiques de la DA. Ceci 

inclut une infiltration de lymphocytes TCD4+ et d’éosinophiles et l’expression locale 

de cytokines Th2 (146, 147). La polarisation vers une réponse Th2 serait prise en 

charge par les cellules présentatrices d’antigènes de la peau (cellules dendritiques et 

cellules de Langerhans) qui après capture des antigènes, migrent dans les ganglions 

lymphatiques drainants, dans lesquelles elles rencontrent les LT naïfs. 

Le défaut de barrière cutanée est donc une des composante du développement de la 

DA. La Figure 18 illustre un modèle proposé pour expliquer de quelle manière le 

défaut de barrière épidermique peut faciliter le développement de l’inflammation 

allergique dans le cas de cette maladie. 

2- Immunopathologie 

Les composantes innée et adaptative de l’immunité contribuent également à la 

physiopathologie de la dermatite atopique. 

Les lésions de DA sont caractérisées par un infiltrat dermique composé de LT CD4+

activés, de polynucléaires éosinophiles, de mastocytes, de cellules dendritiques et de 

macrophages (116, 148, 149). 

2-1- Les Lymphocytes CD4+ Th2 

Les cellules T CD4+ mémoires et effectrices jouent un rôle critique dans la DA. 

Chez un individu sain, on peut estimer à 20 milliards le nombre de LT résidents dans 

la peau et approximativement le double circulants. Chez l’homme, ces cellules sont 

essentiellement des LT portant le TCRαβ, alors que chez la souris les LT exprimant 

le TCRγδ ont une contribution importante.  

L’instruction des LT par les les cellules de Langerhans (LC) et les cellules 

dendritiques (DC) de la peau à lieu dans les ganglions lymphatiques drainants. Ce 

mécanisme entraîne leur prolifération et leur différenciation en LT mémoires et 

effecteurs qui expriment alors les molécules de « homing » cutanée telles que le CLA 

(Cutaneous Lymphocyte Antigen) et les récepteurs aux chimiokines CCR4 et 

CCR10. 
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Figure 18- Rôle de la fonction de barrière cutanée dans le développement de la 

dermatite atopique. 

Dans une peau saine, la barrière épidermique empêche l’entrée des pathogènes 

(schéma de gauche). Lorsque la fonction barrière est altérée les antigènes peuvent 

pénétrer dans l’épiderme et le derme (schéma de droite) où ils seront capturés par 

les cellules présentatrices d’antigènes (CPAs). Les antigènes vont également induire 

la production de cytokines par les kératinocytes telles que l’IL1, l’IL6, TSLP et le 

TGF. L’ensemble de ces mécanismes déclenche la maturation et la migration de 

CPAs vers les ganglions lymphatiques drainants (DLN) dans lesquelles elles 

présenteront l’antigène aux lymphocytes T naïfs conduisant à la mise en place d’une 

réponse immune à dominance Th2.  

(Modifié d’après Oyoshi (2009), Ad Immunol) 
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Les LT CD4+ effecteurs issus de cette stimulation quittent alors les ganglions 

lymphatiques pour rejoindre la peau, grâce à leurs récepteurs spécifiques. Une fois  

dans le tissu, ils pourront être localement activés par des antigènes spécifiques, 

proliférer et sécréter des cytokines. Ce homing sélectif des LT CD4+ vers la peau 

représente un évènement immunologique important dans le développement de 

l’allergie cutanée. Le CLA, un ligand de type P-Selectine, est absent de la surface 

des LT naïfs mais est exprimé par 30% des LT mémoires circulants et par près de 

90% des LT infiltrés aux niveaux des sites inflammatoires (150). Les LT CLA+

coexpriment CCR4, le récepteur aux chimiokines CCL17/TARC et CCL22/MDC, des 

chimiokines pro-Th2 sécrétées par les kératinocytes. Dans le sang des patients DA, 

la proportion de LT CLA+ parmi les CCR4+CD4+ est augmentée (151). De plus, les 

patients atteints de DA présentent un nombre plus important de LT CCR4+ circulants 

et cutanés que des sujets sains ce qui souligne une augmentation de la réponse Th2 

au niveau systémique et cutané (152). 

Parmi les lymphocytes T CD4+, on distingue les Th2 dont le rôle clé dans la DA est 

soutenu par la présence d’une éosinophilie sanguine et d’un taux sérique d’IgE élevé 

chez la majorité des patients souffrant de cette maladie. 

Les lésions aigües de DA présentent une inflammation à dominance Th2, 

caractérisée par un infiltrat dermique de T CD4+ et d’éosinophiles, une augmentation 

de l’expression des cytokines Th2 (IL4, IL5 et IL13) et une faible expression d’IFNγ. 

Hormis les cytokines Th2 classiques (IL4, IL5 et IL13), on distingue l’IL31, plus 

récemment découverte. Elle est préférentiellement exprimée par les lymphocytes 

Th2 et est surexprimée dans la peau DA lésionnelle et non lésionnelle alors qu’elle 

est absente dans les lésions psoriasiques (153-155). Les lymphocytes T CLA+

infiltrés et circulants sont source d’IL31 (153) et il existe une corrélation entre la 

sévérité et sa concentration sérique (156). Les deux sous-unités du récepteur à l’IL31 

sont exprimées à la surface des kératinocytes et la fixation avec son ligand induit la 

production des chimiokines TARC et MDC attractant les Th2 (155). Ainsi cette 

cytokine pourrait participer au maintien et à l’amplification de l’inflammation cutanée 

chez les patients DA. Enfin, il faut noter que l’entérotoxine du staphylocoque induit 

l’expression de l’IL31 par les LT chez les patients DA, suggérant que l’infection 

bactérienne peut entraîner une exacerbation  du prurit et de la sévérité via cette 

cytokine (155). 



64

Lorsque la chronicité de la maladie s’installe, l’expression de l’IFNγ, de l’IL12 

(cytokines Th1) et du GM-CSF augmente dans les lésions de DA (157). Le 

mécanisme qui permet l’évolution d’une réponse Th2 vers une réponse de type Th1 

est encore mal connu. Il est probable que ce mécanisme soit associé aux produits 

microbiens traversant la barrière épidermique (158) ou à la production locale d’IL12 

par les éosinophiles et/ou les cellules dendritiques inflammatoires épidermiques 

infiltrés (109).  

2-2- Les lymphocytes T régulateurs (Treg) 

La réponse immunitaire doit être finement contrôlée afin d’éviter une 

inflammation en réponse à des antigènes inoffensifs tout en maintenant la capacité à 

combattre les agents pathogènes. Les lymphocytes Treg Foxp3+ sont des 

régulateurs de la réponse immunitaire présents en grand nombre dans la peau 

humaine et murine. Il a été démontré le rôle des Treg CD4+CD25+ dans la 

suppression de la réponse T aux allergènes (159) ce qui pourrait coïncider avec la 

diminution de leur nombre dans les lésions de DA (160). Cependant, la quantité de 

ces cellules est augmentée dans le sang périphérique des patients DA, mais leur 

activité immunosuppressive est diminuée. Cette perte d’activité immunosuppressive  

pourrait être attribuée à la stimulation par l’enterotoxine B du staphylocoque doré 

(SEB) (161). Sachant que plus de 90% des patients DA ont une peau colonisée par 

le staphylocoque doré, on peut supposer que l’abrogation de l’activité 

immunorégulatrice des Treg dans la DA, pourrait avoir un rôle dans la progression de 

la maladie. De plus, Reefer et al ont démontré la présence d’un sous groupe de Treg 

circulants chez les patient DA avec un taux d’IgE sérique élevé (162). Ces Treg ont 

des propriétés pro-Th2 et SEB induit également la sécrétion de cytokine Th2 par ces 

dernières, accentuant ainsi encore un peu plus le biais Th2 (162). Ces résultats 

proposent un nouveau mécanisme par lequel les Treg pourraient contribuer au 

développement de la DA. 

2-3- Les Cellules Présentatrices d’Antigènes (CPAs)

Les cellules dendritiques (DCs) sont essentielles  pour la génération d’une 

réponse immunitaire adaptative. Dans la peau saine, deux types de DCs immatures 

sont majoritairement représentés : les cellules de Langerhans (LC) de l’épiderme et 

les cellules dendritiques interstitielles (iDC) du derme. Suite à la capture d’un 
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antigène ou à la reconnaissance d’un signal d’alarme, les DCs acquièrent un 

phénotype de cellules présentatrices d’antigène (CPA). Elles expriment alors plus 

fortement le CMH II, réduisent leur capacité à capturer les antigènes et expriment les 

récepteurs aux chimiokines plus particulièrement CCR7. Ce récepteur a pour ligand 

les CCL19 et 21 exprimées dans les ganglions lymphatiques drainants. Une fois 

dans les ganglions, les CPAs présentent l’antigène aux LT naïfs. Dans le cas des 

CD4+ elles pourront diriger la différenciation lymphocytaire vers des Th1, Th2 ou 

Th17 grâce à la sécrétion de cytokines et l’expression de molécules de costimulation. 

L’expression de ces facteurs est influencée par le microenvironnement cutané d’où 

proviennent les DCs. Ainsi les DCs jouent un rôle crucial dans la polarisation des T 

CD4+. 

En plus des LCs et des iDCs présentes en abondance, la peau DA est caractérisée 

par la présence de cellules dendritiques épidermiques distinguables des LC par 

l’absence de granules de birbeck. Il s’agit des cellules dendritiques inflammatoires 

épidermiques (IDEC) (163). Dans la DA, les IDECs et LCs surexpriment le récepteur 

de haute affinité aux IgE, le FcεRI (164). Ceci favorise la capture des antigènes 

complexés aux IgE et leur présentation aux LT dans les organes lymphoïdes 

périphériques et dans la peau (165). La stimulation du FcεRI à la surface des IDECs 

entraîne une sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires qui contribuent à 

l’amplification de la réponse immunitaire allergique en agissant directement sur les 

LT (165). De plus la libération d’IL12 et d’IL18 oriente la balance vers des LT 

produisant de l’IFNγ (166). Ce mécanisme pourrait être à l’origine de la progression 

de la phase aigue, initialement Th2, vers la phase chronique plutôt Th1 de la DA. De 

manière concomitante, l’activation des FcεRI à la surface des DCs induit le relargage 

de chimiokines telles que l’IL16, MDC, TARC, et CCL2 qui contribuent au 

recrutement de précurseurs des IDECs et de LT notamment Th2 (167).  

2-4- Les polynucléaires éosinophiles 

Les polynucléaires éosinophiles sont étroitement liés à la pathogénèse des 

maladies allergiques, dont la dermatite atopique. L’éosinophilie sanguine et la 

concentration accrue en protéines issues des granules éosinophiles dans le sang 

apparaissent corrélées avec la séverité de la maladie chez les patients DA (168). 

L’infiltration des éosinophiles dans les lésions de DA est souvent difficile à démontrer 

en raison de la fragilité de ces cellules chez l’homme. Cependant, des dépôts de 
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protéines issues des granules éosinophiles sont plus aisément détectés dans la 

majorité des biopsies issues de lésions aigües et chroniques de DA et corrèlent 

également avec la sévérité de la maladie (169).   

La surexpression du facteur de chimiotactisme des éosinophiles CCL11/éotaxine, et 

de l’IL5 (survie et activation des éosinohiles) dans le sang et la peau des patients DA 

(170-172) peut être responsable du recrutement de ces cellules dans la peau. In situ

les éosinophiles activés, amorcent leur dégranulation et dégénèrent. Les produits qui 

en découlent peuvent promouvoir l’inflammation et les dommages tissulaires (173). 

2-5- Les mastocytes 

Les mastocytes résident dans de nombreux tissus à l’interface avec 

l’environnement incluant la peau dans laquelle ils jouent un rôle aussi bien dans la 

réponse immune innée qu’adaptative.  

Pendant le stade précoce de la DA, le nombre de mastocytes n’augmente pas, mais 

leur dégranulation est amorcée dans la peau affectée. Durant le stade plus tardif, 

leur nombre s’accroît mais pas le niveau de dégranulation (174). 

L’activation du FcεRI à leur surface entraîne la dégranulation et le relargage de 

médiateurs tels que l’histamine, des écosanoïdes et des cytokines pro-

inflammatoires. Les mastocytes peuvent aussi être activés par d’autres signaux 

comme les superantigènes, les TLRs ou encore certaines cytokines. Cette activation 

conduit à un relargage sélectif de médiateurs sans dégranulation. L’histamine, les 

protéases (tryptase et chymase) et les autres médiateurs inflammatoires produits par 

les mastocytes contribuent au développement du prurit et de l’inflammation dans la 

DA. Ils sont responsables de l’induction de cytokines pro-inflammatoires et de 

l’aggravation des dommages cutanés, notamment à travers le prurit. L’ensemble de 

ces phénomènes aboutit à l’altération de la fonction de barrière cutanée (175). 

2-6- Les kératinocytes 

Les kératinocytes de l’épiderme jouent un rôle important dans la réponse 

immunitaire cutanée. Ils y participent activement par la production de cytokines pro-

inflammatoires, de chimiokines et de peptides antimicrobiens en réponse à de 

multiples stimuli. Parmi toutes ces cytokines, l’IL18 stockée dans les kératinocytes 

sous sa forme inactive, peut être libérée et activée par la caspase 1. Les effets pro-

inflammatoires les plus importants de l’IL18 impliquent sa capacité à induire la 
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production d’un grand nombre de molécules telles que l’IL1β, le TNF et des 

chimiokines. Le rôle de l’IL18 dans la DA est suggéré par plusieurs observations. Par 

exemple, le taux sérique d’IL18 est augmenté chez les patients DA et s’accroît avec 

l’exacerbation de la maladie (176). Cependant son rôle reste encore controversé. 

Une autre cytokine produite par les cellules épithéliales, TSLP (Thymic Stromal 

Lymphopoietin), semble avoir un rôle majeur dans le développement de la DA et de 

l’asthme allergique en favorisant la polarisation de la réponse Th2. TSLP est 

exprimée focalement dans les lésions aigües et chroniques de DA en fonction des 

zones ou sur la surface entière de l’épiderme. Le fait que cette cytokine ne soit pas 

exprimée dans la peau saine ou de DA non lésée supporte son rôle dans le 

développement des lésions de cette maladie (177). Son expression dans des 

explants cutanés peut être induite par des agents microbiens, des blessures 

physiques ou encore des cytokines pro-inflammatoires (IL1β et TNFα) et Th2 (IL4 ou 

IL13) (178, 179). TSLP peut aussi bien agir sur les DCs de la peau pour polariser la 

différenciation Th2 (177, 180), mais aussi sur les TCD4+ infiltrés (181) ou encore sur 

les mastocytes en synergie avec l’IL1β et TNFα (178).  

Les kératinocytes de patients DA surexpriment également beaucoup de chimiokines 

qui peuvent contribuer au recrutement et à l’activation de DCs, de LT et d’autres 

types de leucocytes afin d’amplifier et de maintenir l’inflammation cutanée (182). 

C’est le cas de la chimiokine CCL17/TARC qui est surexprimée par les kératinocytes 

et les DCs de la peau DA. Elle est importante pour le « homing » cutanée et son 

récepteur (CCR4) est exprimé préférentiellement à la surface des lymphocytes Th2 

retrouvés dans les lésions de DA (183). Le taux sérique de CCL17/TARC est corrélé 

à la sévérité de la maladie chez les enfants atteints de DA extrinsèque (EAD) mais 

aussi de DA intrinsèque (IAD) (184). 

Enfin les peptides antimicrobiens (AMPs) sécrétés par les kératinocytes semblent 

être impliqués de manière indirecte dans la physiopathologie de la maladie. En effet, 

les β-défensines, HBD2, HBD3 et la cathelicidine (hCAP18/LL37) sont 

significativement diminués dans les lésions DA par rapport au psoriasis (185, 186). Il 

a été démontré que l’IL4 et l’IL13 inhibaient la production de HBD3 par les 

kératinocytes de patients DA suggérant que le microenvironnement Th2 présent 

dans cette pathologie pourrait réduire une partie de la défense contre les pathogènes 

(187). Ainsi, la diminution des AMPs dans la peau DA pourrait contribuer à la 

susceptibilité aux infections observées chez les patients. 
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Les acteurs cellulaires et moléculaires qui déclenchent, maintiennent ou influencent 

le développement de la dermatite atopique sont nombreux et les événements 

déclencheurs de cette maladie multifactorielle restent à élucider. 

IV. Les modèles murins de la dermatite atopique 

Afin d’identifier les acteurs moléculaires et cellulaires participant au 

déclenchement et à la progression de la maladie, de nombreux modèles murins ont 

été développés. Bien que d’autres espèces telles que le chien ou le cochon-dinde 

développent des lésions similaires à la DA, le modèle murin reste l’outil le plus facile 

à manipuler. Ces modèles murins peuvent être classés en trois groupes : 

- les souris qui développent spontanément des lésions DA, 

- les modèles murins génétiquement modifiés, 

- les modèles induits par sensibilisation épicutanée. 

1- Les souris qui développent spontanément des lésions DA 

La première souris décrite pour développer de la DA est la souche Nc/Nga, 

établie en 1957 (188). Ces souris développent des lésions DA lorsqu’elles sont 

maintenues en conditions conventionnelles. L’apparition des lésions est accélérée 

lors de l’application d’antigènes sur la peau suggérant que l’exposition aux 

allergènes environnementaux est nécessaire au déclenchement de la maladie. Avec 

le temps, les lésions s’aggravent et des défauts de la fonction de barrière cutanée 

apparaissent (augmentation du TWEL, défaut du métabolisme des lipides) de façon 

secondaire à l’inflammation (189).L’analyse génétique des souris Nc/Nga a révélé la 

présence de mutations sur le chromosome 9 au niveau du locus derm1. Les gènes 

candidats de cette région sont Thy1, CD3δ, CD3ε, CD3γ, IL10Rα, IL18 et Csk, qui 

peuvent tous être impliqués dans la réponse allergique à cause de leur rôle dans la 

fonction des lymphocytes T (190). 

Il existe trois autres souches de souris développant spontanément des lésions de 

type DA (Tableau 2) : 

- La Ds-nonhair (DS-Nh) dont l’hyper production d’IgE est régulée par la 

mutation Nh dans le gène TRPV3 (Transient Receptor Potentiel cation  
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Tableau 2- Souches murines développant spontanément des lésions de DA. 
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channel subfamily V member 3) (191) et qui présente un défaut de barrière 

cutanée secondaire à l’inflammation (192, 193). 

- La Naruto Research Institute Otsuka (NOA) qui reproduit uniquement les 

défauts de l’inflammation cutanée de la DA associés à une augmentation 

de l’expression de l’homologue murin de la chimiokine humaine PF4 

(Platelet Factor 4) (194). 

- La flaky tail (ft), dont les mutations dans le gène de la filaggrine sont 

responsables du défaut de barrière cutanée et de l’hypersensibilité aux 

allergènes (40, 41). 

2- Les modèles de souris génétiquement modifiées 

Les modèles murins génétiquement modifiés reproduisant les lésions DA sont 

nombreux. Ils permettent de restreindre l’étude à des voies moins complexes que 

celles mises en jeu in vivo chez les patients DA. 

Il apparaît que les phénotypes histologiques, les cellules immunitaires mises en jeu 

et la réponse systémique varient entre ces différents modèles animaux ainsi que le 

delai de développement de la maladie. Cependant, elles développent toute une 

dermatite inflammatoire qui reproduit tout ou en partie les caractéristiques des 

inflammations de type allergique. Il est intéressant de noter que ce phénotype peut 

être induit en modifiant l’expression de gènes du système immunitaire ou de gènes 

importants pour la fonction de barrière épidermique. Ainsi on distingue d’une part les 

animaux dont le système immunitaire a été modifié (Tableau 3, Tableau 4) : 

- les souris transgéniques qui surexpriment des cytokines Th2  telles que 

l’IL4, l’IL13, l’IL31 et TSLP(154, 195-197) ; 

- les souris transgéniques pour la cytokine pro-inflammatoire IL18 (198) ou 

pour l’enzyme qui permet son activation par clivage protéolytique, la 

caspase 1 (199) ; 

- la souris KO pour la cathepsine E (200), une enzyme lysosomale 

essentielle à l’apprêtement des antigènes. Son invalidation semble 

favoriser la prise en charge des pathogènes par les DCs ainsi qu’une 

réponse Th2. De plus, son absence est associée à une diminution de 

l’expression des TLRs et à l’augmentation des infections, coïncidant avec 

les infections bactériennes retrouvées chez les patients DA ; 
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Tableau 3- Modèles de souris transgéniques développant des lésions de DA. 
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Tableau 4- Modèle de souris invalidées pour un gène (knockout) développant 
des lésions de DA. 
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- les animaux avec un défaut de l’homéostasie lymphocytaire. C’est le cas 

de la souris déficiente pour le facteur de transcription RelB qui joue un rôle 

important dans la sélection négative des LT et empêche donc la production 

de cellules autoréactives (201, 202). La souris déficiente pour le facteur de 

transcription Foxp3 présentant un blocage de la différenciation des Treg 

fonctionnels qui entraîne un dysfonctionnement immunitaire et une réponse 

inflammatoire affectant plusieurs organes (203, 204). 

D’autre part, il est possible d’induire des lésions de type DA en modulant l’expression  

de gènes de l’homéostasie épidermique : 

- la souris transgénique pour la KLK7 (impliquée dans le processus de 

desquamation) (205, 206) ou la souris déficiente pour l’apolipoprotéine C1 

(métabolisme des lipides) (207, 208), présente un défaut de la fonction de 

barrière cutanée qui semble favoriser la sensibilisation à travers la peau et 

le développement d’un phénotype eczématiforme. 

- la souris KO pour l’inhibiteur de NFκBζ, MAIL/IκBζ. qui est normalement 

exprimée de manière constitutive par les kératinocytes, présente une 

production élevée de chimiokines par ces derniers (209).  

3- Modèles de dermatite atopique induits par sensibilisation 

épicutanée  

Le rôle de la peau en tant que signal d’alarme déclencheur de la réaction 

allergique cutanée et systémique peut être démontré par le modèle murin de 

sensibilisation épicutanée. En 1998, Spergel et al ont développé un modèle murin de 

dermatite atopique induit par sensibilisation répétée à travers la peau. Pour cela, des 

souris ont subi une perturbation mécanique de la fonction barrière par « tape-

stripping », permettant d’éliminer la couche cornée. Ces animaux ont ensuite été 

stimulés par un allergène (ovalbumine, OVA) appliqué directement sur la peau (147) 

(Figure 19). Ces souris ainsi sensibilisées développent un comportement de grattage 

et des lésions cutanées caractérisées par un épaississement de l’épiderme et du 

derme. Le derme est infiltré par des lymphocytes T CD4+ et des éosinophiles. Une 
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Figure 19- Modèle de sensibilisation épicutanée conduisant à une inflammation 

cutanée de type allergique. 

La souris, au préalable rasée, subit un stress mécanique répété par tape–stripping 

(élimination de la couche cornée à l’aide de bandes adhésives). L’animal reçoit 

ensuite un patch stérile contenant l’allergène (ici de l’ovalbumine) ou une solution 

contrôle pendant 1 semaine. Le même patch est à nouveau appliqué sur la même 

zone 2 fois une semaine espacée de 15 jours. Les souris développent une 

inflammation cutanée de type dermatite atopique avec la présence de cellules T 

CD4+ et d’éosinophiles, associée à l’expression de cytokines Th2. Au niveau de la 

réponse systémique, les souris présentent une augmentation des immunoglobulines 

IgE, IgG1 et IgG2a spécifiques de l’ovalbumine. Les splénocytes expriment des 

cytokines Th2 et les souris développent une hypersensibilité bronchique après 

inhalation d’ovalbumine.  

(Modifié d’après Oyoshi (2009), Adv Immunol).  
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surexpression locale des cytokines Th2 (IL4, IL5 et IL13) avec peu ou pas de 

variation de la production d’IFNγ est également observée. Les chimiokines 

CCL11/éotaxine et CCL17/TARC, qui attirent respectivement les éosinophiles CCR3+

et les T CD4+CCR4+, sont aussi surexprimées chez ces animaux sensibilisés. 

La réponse systémique est caractérisée par une élévation du taux sérique des IgE, 

IgG1 et IgG2a spécifiques de l’ovalbumine. De plus, les splénocytes produisent plus 

d’IL4, d’IL5, d’IL13 et d’IFNγ en réponse à une stimulation ex vivo à l’ovalbumine 

(147). Le fait que l’IFNγ soit produit par les cellules de la rate, mais ne soit pas 

détectable au niveau du site de sensibilisation cutanée, suggère que des facteurs 

produits localement au niveau de la peau induisent sélectivement l’activation des 

cellules Th2. De plus, ces souris développent une hypersensibilité bronchique 

exacerbée suite à l’inhalation d’OVA. Ce phénomène est également observé chez 

les patients asthmatiques avec ou ayant développés de la DA (147). Ce modèle 

illustre ce qui est décrit actuellement comme «  la marche atopique » selon laquelle 

une sensibilisation allergique à travers la peau, peut entraîner une réponse 

systémique et une hypersensibilité généralisée souvent décrites chez les patients 

DA. 

Le modèle de sensibilisation épicutanée combiné avec les modèles d’animaux 

génétiquement modifiés sont également très utiles pour mettre en évidence les 

acteurs essentiels de la réponse allergique. Par exemple, la déficience en cytokines 

pro-Th2 telles que l’IL4 ou l’IL5, diminue l’inflammation cutanée en réponse à la 

sensibilisation épicutanée (Tableau 5).  

L’ensemble de ces modèles est important pour déterminer la contribution des 

compartiments immunitaire et cutané dans le développement de l’allergie. En effet, 

ils permettent également de définir des acteurs essentiels du système immunitaire 

qui interviennent suite à la perturbation de la barrière cutanée (sensibilisation 

épicutanée). Ces facteurs pourront être intégrées aux modèles proposés du 

développement de la DA. 

V. Traitement de la DA 

 Il n’existe pas de traitement curatif de la DA. Cependant, vers l’âge de 5 ans, 

les manifestations de la maladie cessent ou s’améliorent chez 85% des patients. Les 
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Tableau 5- Implication de différents gènes du système immunitaire dans 

l’inflammation cutanée après sensibilisation épicutanée. 

Différents modèles murins KO sont comparés à une souris sauvage. Orange : 

aggravation de l’inflammation cutanée ; Bleu : amélioration de l’inflammation 

cutanée ; Jaune : pas d’effet sur l’inflammation cutanée. 

n.a. : Pas de variation ; n.d. : données non disponibles 
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traitements actuels visent à rétablir la fonction de barrière cutanée ainsi qu’à inhiber 

la réponse inflammatoire cutanée et l’allergie systémique. 

Le but de la restauration de la fonction de barrière cutanée est d’hydrater la peau, 

d’empêcher la perte en eau et de supprimer les démangeaisons qui conduisent au 

grattage et à la blessure de la peau. De plus, ce traitement, à l’aide d’émollients (tels 

que le Cetaphil et l’Aquaphor) réduit la pénétration des allergènes grâce à la 

formation d’un film lipidique protecteur à la surface de la peau. Il s’agit un traitement 

quotidien qui doit être appliqué sur tout le corps (210). A l’inverse, l’utilisation d’une 

thérapie anti-inflammatoire est nécessaire dès les toutes premières manifestations 

de la maladie et ce type de traitement est appliquée uniquement au niveau des 

zones cutanées lésées. Les anti-inflammatoires, notamment le picrolimus, améliorent 

les lésions de DA par plusieurs mécanismes tels que l’inhibition de l’activation des 

lymphocytes T, l’inhibition de la sécrétion de cytokines par les LT, les mastocytes et 

les autres cellules immunitaires. Il diminue également le nombre et l’activation des 

cellules de Langerhans (211). L’inhibition de l’inflammation peut avoir dans un 

second temps un bénéfice pour la restauration de la fonction de barrière cutanée 

brisant ainsi le cercle vicieux qui amplifie et aggrave le phénotype DA. 

En combinaison avec le traitement visant à restaurer la fonction barrière et à réduire 

l’inflammation, des efforts doivent être menés pour éviter l’exposition aux irritants et 

aux infections bactériennes. Il existe de nombreuses évidences qui suggèrent que le 

traitement des « superinfections » bactériennes (survenue d’une nouvelle infection 

par une souche bactérienne différente pendant le traitement d’une première 

infection) a un bénéfice clinique chez les patients DA (109). 

Ainsi, l’avancée des connaissances sur les mécanismes cellulaires et moléculaires 

impliqués dans la DA est possible grâce aux modèles animaux et à l’étude des 

maladies monogéniques qui présentent des symptômes cliniques communs à la DA, 

tel que le syndrome de Netherton. Elle devrait faciliter le développement de nouvelles 

approches thérapeutiques ciblées de la maladie.  

Cette maladie multifactorielle impliquant les compartiments immunitaire et cutané 

permet également de mettre en avant le rôle de l’épiderme dans le déclenchement et 

l’aggravation des pathologies inflammatoires. Elle souligne l’importance d’une 

approche visant à améliorer ces deux composantes qui sont étroitement liées. 
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PARTIE D- Immunité cutanée- Les kératinocytes : cellules 

du système immunitaire inné ? 

La peau contient un grand nombre de cellules immunitaires : des cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA), des mastocytes, des macrophages et des 

lymphocytes, qui sont associés aux réponses innée et adaptative. Pendant 

longtemps, le rôle des kératinocytes dans la défense immunitaire se limitait 

essentiellement à leur rôle crucial dans la fonction de barrière épidermique. 

Cependant, les kératinocytes pourraient être ajoutés au groupe des cellules du 

système immunitaire inné, grâce à leur capacité de « senseur » et de 

reconnaissance des pathogènes, de production de molécules antimicrobiennes et 

d’émission de signaux pro-inflammatoires. 

I- Reconnaissance des pathogènes : les Toll-Like Receptors (TLR) 

Les Toll-like récepteurs (TLRs) sont impliqués dans la défense contre une 

grande variété de micro-organismes pathogènes via la reconnaissance de motifs 

conservés, les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). L’engagement 

d’un TLR initie de nombreuses cascades de signalisation dont l’activation de la voie 

NF-κB. Celle-ci induit la production de molécules impliquées dans les réponses 

immunitaires innée et adaptative, telles que des cytokines, des chimiokines, des 

peptides antimicrobiens, des molécules de costimulation ou des molécules 

d’adhésion (212). Les TLRs sont exprimés par plusieurs types cellulaires dans la 

peau. Les kératinocytes expriment les TLRs 1 à 6, TLR9 et TLR10 (213). Plusieurs 

études ont pu établir que ces TLRs étaient fonctionnels et participaient à la réponse 

immunitaire cutanée (213-215). L’activation des différents TLRs, sute à la 

reconnaissance de motifs spécifiques à chacuns, résultent en des réponses 

immunes distinctes (213). L’activation des TLRs 3, 4, 5 et 9 à la surface des 

kératinocytes induit la production de TNFα, d’IL8, de CCL2 (chimiokine attractant les 

monocytes et basophiles) et de CCL20 (chimiokine attractant les lymphocytes) (213). 

L’activation sélective des TLRs 3 et 9 conduit à la production de CXCL9 et CXCL10, 

qui sont importantes pour l’activation des lymphocytes T mémoire et qui induisent la 

production d’IFN de type I (α/β) (213). L’ensemble de ces données confirment que 
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les kératinocytes humains expriment des TLRs fonctionnels qui pourraient être 

important dans le déclenchement des mécanismes de défense contre les agents 

pathogènes. 

II- PAR2 

 Les PARs (Proteinase Activated Receptors) appartiennent à une sous-famille 

des RCPG (Récepteur couplé aux protéines G), qui possèdent 7 domaines 

transmembranaires et qui sont activés par clivage protéolytique sous l’action des 

protéases à sérines.  

On dénombre actuellement 4 membres dans la famille des PARs (PAR1, PAR2, 

PAR3 et PAR4) qui sont exprimés à la surface d’un grand nombre de type cellulaire. 

Les PAR1, 3 et 4 peuvent être activés par la thrombine, la trypsine ou la cathepsine 

G. PAR2 contrairement aux autres est résistant au clivage par la thrombine mais 

peut être activé par de nombreuses protéases telles que la trypsine, la tryptase 

mastocytaire et les protéases dérivées des pathogènes. En plus de ces protéases, il 

a été récemment démontré que les kallikréines (KLK5, KLK14), dont celles 

retrouvées hyperactives dans le syndrome de Netherton, avaient un rôle dans 

l’émission de signaux en clivant les PARs (216-218). 

Les PARs sont activés via un mécanisme original de clivage protéolytique au niveau 

d’une séquence spécifique (environ 6 acides aminés) du domaine N-terminale 

extracellulaire. Le clivage conduit à l’exposition d’une séquence ligand qui va alors 

interagir avec la boucle extracellulaire numéro 2 et d’autre domaine du récepteur 

clivé conduisant à son activation (219). Ce processus d’activation intramoléculaire 

est suivi du couplage avec des protéines G qui vont activer diverses voies de 

signalisation intracellulaires (Figure 20). 

Parmi les PARs, PAR2 est exprimé au niveau du cerveau, des yeux, des voies 

respiratoires, du cœur, du pancréas, des reins, du foie, de la prostate et dans la 

peau. Le récepteur est exprimé par une grande diversité de types cellulaires tels que 

les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les cellules immunitaires.  
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Figure 20- Structures secondaires et mécanismes d’activation des récepteurs 

PARs. 

Les protéases à sérine clivent le récepteur PAR au niveau d’un site consensus de sa 

séquence extracellulaire N-terminale (flèche rouge). Une fois libéré le peptide ligand 

(séquence bleue) interagit avec la seconde boucle extracellulaire conservée et active 

ainsi le récepteur. La séquence intracellulaire C-terminale détermine la nature des 

voies de signalisation mises en jeu suite à l’activation du PAR. 

(Modifié d’après Steinhoff (2005) Endocr Rev) 
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1- Signalisation intracellulaire induite par PAR2 

Contrairement aux nombreuses études concernant la signalisation 

intracellulaire en aval de PAR1, il y a relativement peu de données sur celle de  

PAR2. Actuellement, seules des données indirectes indiquent que PAR2 interagit 

avec les protéines Gq/G11 (activation de la signalisation calcique) et probablement 

G0/Gi (220).  

L’intéraction avec les protéines Gi et Gq suggère une activation secondaire des voies 

de signalisation de la phospholipase C (PLC), Protéine Kinase C (PKC) et des MAP 

Kinase (MAPK). Ainsi comme démontré pour les cellules neuronales et les cellules 

musculaires lisses, la stimulation par de la tryptase ou le peptide agoniste de PAR2 

(PAR2-AP, séquence peptidique mimant celle ligand naturel) entraîne l’activation de 

la PLC et de la PKC (220, 221) alors que le PAR2-AP et la trypsine stimule JNK et 

p38MAPK dans une lignée de kératinocytes humains (NCTC2544) (222). De plus 

Vouret-Craviari et al ont décrit l’induction de RhoA secondaire à l’activation de PAR2 

dans des HUVEC (223). 

En aval de ces cascades, le clivage de PAR2 stimule l’activation des kinases IKKα et 

IKKβ et la fixation de NF-κB à l’ADN. L’effet de la stimulation de PAR2 sur l’induction 

de NF-κB et des IKK a pu être démontré dans plusieurs types cellulaires tels que les 

SMC, les cellules épithéliales bronchiques, les cellules endothéliales et les 

kératinocytes primaires humains (222, 224-228). 

L’ensemble de ces cascades signalétiques influence un grand nombre de 

mécanismes cellulaires. Ainsi, l’activation de PAR2 régule la polarisation de la 

réponse des cellules neuronale, la prolifération et la division des cellules musculaires 

lisses, la prolifération et différenciation des kératinocytes et les modifications du 

cytosquelette des cellules endothéliales (221, 223, 229, 230) (Figure 21). 

Enfin, des travaux plus récents sur des cellules endothéliales et des fibroblastes ont 

mis en évidence le rôle de PAR2 dans l’augmentation de la fixation du facteur de 

transcription CUX1 à l’ADN (231). Les gènes cibles de CUX1 sont impliqués dans le 

contrôle de nombreux mécanismes tels que la progression dans le cycle cellulaire, la 

communication intercellulaire, la mobilité et la détermination de l’identité cellulaire 

(232, 233). Dans cette étude, les auteurs ont pu montrer la régulation de l’IL1α, la 

MMP10 et COX2 en aval de la cascade PAR2-CUX1, dans des fibroblastes 

embryonnaires de souris. 
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Figure 21- Principales voies de signalisation induites par les protéines G 

couplés à PAR2. 

Les voies de signalisation en aval de l’activation de PAR2 ne sont pas encore bien 

caractérisées. Les cercles en pointillés représentent les signaux ou les intermédiaires 

restant à démontrer. Les traits pleins représentent les cascades de signalisation 

conduisant aux différents effets cités dessous. Ces effets sont dépendants du tissu, 

du type cellulaire et de l’espèce. 

(Modifié d’après Steinhoff (2005) Endocr Rev) 
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2- Régulation de PAR2 

Il existe plusieurs mécanismes régulant la stimulation et l’arrêt des signaux 

initiés par les PARs : 

- La disponibilité du récepteur à la surface de la cellule. 

Cette disponibilité est régulée par le trafic des vésicules de stockage du récepteur, 

vers la surface de la cellule. Il a été démontré notamment pour PAR2 que suite à son 

activation, le récepteur est internalisé et adressé aux lysosomes, ce qui constitue un 

premier mécanisme de désensibilisation, via l’absence de disponibilité du récepteur 

en surface. La remise en place du récepteur après une simple stimulation est 

dépendante d’un pool préformé de la protéine stockée dans l’appareil de Golgi qui 

sera ré-adressée à la membrane plasmique. Cependant, une stimulation répétée des 

récepteurs conduit à la neosynthèse de la protéine (234). 

- Le clivage non spécifique du récepteur, affectant la séquence du peptide 

ligand, est capable de le désarmer. Il devient alors insensible aux protéases 

spécifiques. 

- La disponibilité des protéines G et des kinases associées aux protéines G 

nécessaires à la signalisation qui découle du clivage activateur des PARs. Ces 

protéines sont différentes en fonction du type cellulaire concerné. 

- L’état de glycosylation du recepteur. La forme humaine de PAR2 est un 

récepteur possédant 2 à 3 sites potentiels de N-glycosylation qui varient selon l’état 

de la cellule et le type cellulaire. A l’aide de mutants ponctuels des sites potentiels de 

glycosylation, Compton et al. ont pu déterminer qu’au moins une de ces 

glycosylations était nécessaire à l’adressage du récepteur à la surface de la cellule. 

De plus, la sensibilité aux différentes protéases est affectée par la variation des sites 

glycosylés, probablement dû à la modification de l’accessibilité du peptide cible 

(235). 

3- Expression cutanée de PAR2 

A l’état basal, le récepteur PAR2 est présent à la surface de la majorité des 

types cellulaires de la peau incluant les cellules endothéliales, les cellules nerveuses, 

les cellules immunitaires résidentes et les kératinocytes. 

Dans les kératinocytes de l’épiderme interfolliculaire, l’expression de PAR2 semble 

être dépendante de l’état de différenciation puisqu’il est fortement exprimé dans les 
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kératinocytes de la couche granuleuse et que son expression diminue dans les 

couches suprabasales. Dans la couche cornée et la couche basal de l’épiderme 

humain sain, PAR2 n’est pas détecté (236-238). In vitro, l’activation de PAR2 sur des 

kératinocytes primaires entraîne la mobilisation transitoire du calcium intracellulaire, 

des changements morphologiques (237, 239), et une inhibition de la prolifération et 

de la différenciation terminale in vitro. 

L’expression de PAR2 au niveau des cellules du derme est restreinte aux cellules 

endothéliales, aux cellules nerveuses sensorielles et aux cellules immunitaires 

résidentes telles que les mastocytes et les cellules dendritiques. L’expression de 

PAR2 au niveau des cellules immunitaires semble pouvoir être étendue aux 

granulocytes, aux macrophages et aux lymphocytes T, cependant ces données 

nécessitent d’être confirmées au niveau de la peau. Les fibroblastes dermique quant 

à eux n’expriment pas PAR2 en condition physiologiques (237, 238, 240-242), 

contrairement aux fibroblastes bronchiques. PAR2 n’est exprimé à la surface des 

fibroblastes dermiques que lors de la cicatrisation, dans les cas de fibrose ou encore 

dans un environnement tumoral. Ils sont alors qualifiés de fibroblastes prolifératifs. 

L’expression de PAR2 par les kératinocytes est modifiée dans certaines conditions 

pathologiques. En effet le récepteur est surexprimé dans l’épiderme lésé des patients 

atteint de dermatite atopique (225) et dans l’épiderme des patients atteint du 

syndrome de Netherton (62) (Figure 22). 

4- Activation et inhibition de PAR2 dans la peau 

PAR2 est activé par clivage protéolytique libérant le peptide ligand SLIGKV 

chez l’homme et SLIGRL chez la souris. Une grande variété de protéases à sérine 

présentes dans la peau est capable d’activer PAR2. Parmi elles, on distingue les 

protéases exprimées par les kératinocytes, incluant la Matriptase-1 (243) et les 

kallikreines 5 et 14 (217). Ces dernières sont exprimées par les kératinocytes de la 

couche granuleuse. Elles sont hyperactives dans l’épiderme des patients SN et 

surexprimées dans la peau des patients atteints de DA et de psoriasis. De plus chez 

le SN et dans la peau des patients DA, les KLK5 et 14 colocalisent avec la 

surexpression de PAR2 suggérant leur rôle en temps qu’activateurs de la 

signalisation en aval de ce récepteur. 

En plus des kératinocytes, le derme est également source d’enzymes activatrices et 

inhibitrices de PAR2. Durant l’inflammation, les mastocytes recrutés et activés  
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Figure 22- Immunohistochimie de PAR2 sur coupe de peau humaine. 

(a) Dans une peau saine, PAR2 est essentiellement détecté au niveau des 

kératinocytes de la couche granuleuse. (b) Dans la peau lésée des patients atteints 

de dermatite atopique (DA), l’expression de PAR2 s’étend à plusieurs couches 

cellulaires, majoritairement suprabasales. (c) Dans l’épiderme des patients atteints 

du syndrome de Netherton (SN), l’expression de PAR2 est augmentée dans la 

couche granuleuse et sa détection s’étend aux couches épineuses supérieures. 

(a et c: coloration au DiAminoBenzidine; b : coloration à la phosphatase alcaline) 

(Modifié d’après Descargues (2006) J Invest Dermatol (a et c) ; Buddenkotte (2005) J 

Invest Dermatol (b)) 
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secrètent de la tryptase capable d’induire une signalisation via PAR2 mais de 

manière moins efficace que la trypsine. L’activation de PAR2 à la surface des 

mastocytes induit la dégranulation et donc la production d’histamine par ces derniers. 

Alors que les mastocytes peuvent amplifier la réponse PAR2 grâce à l’action de la  

tryptase à leur propre surface mais aussi sur les cellules environnantes, les 

neutrophiles semblent avoir un rôle inverse. En effet, les neutrophiles produisent de 

l’élastase et de la cathepsine G qui peuvent être considérées comme des inhibiteurs 

potentiels de PAR2 puisque ces 2 enzymes désarment le récepteur in vitro. (244). 

Cependant ces deux enzymes ont été rapportées pour activer PAR2 à la surface des 

fibroblastes gingivaux (245). Ces observations contradictoires peuvent être dues à 

des différences de glycosylation du récepteur qui varie entre les différents types 

cellulaires (235, 246). 

Lors d’un processus physiopathologique tels qu’un traumatisme des vaisseaux 

sanguins ou pendant la phase de progression tumorale, les facteurs tissulaires VIIa 

et Xa peuvent activer PAR2 (247). Leur action peut également s’étendre aux 

fibroblastes prolifératifs. Au contraire, la plasmine et les calpaïnes I et II désarment le 

récepteur (248). 

PAR2 est aussi connu pour être activé par les protéases produites par les 

pathogènes tels que les acariens (Derp3), certaines bactéries (gingipaïne R, 

serralysine (249) et probablement certains parasites. Ces enzymes sont capables de 

pénétrer dans la peau lorsque la fonction de barrière épidermique est affectée. Ces 

données laissent supposer un rôle pour PAR2 en tant que senseur/sentinelle des 

agressions au niveau cutané. 

5- Rôle de PAR2 dans l’inflammation cutanée 

PAR2 est exprimé à la surface des kératinocytes, des cellules immunitaires 

résidentes et des cellules endothéliales. Par conséquent son activation peut 

influencer l’induction, l’entretien et l’amplification de la réponse inflammatoire. 

L’activation de PAR2 à la surface des kératinocytes de l’épiderme peut induire la 

sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL6 et du GMCSF, induisant maturation 

des cellules de Langerhans et l’activation des macrophages, et de la chimiokine IL8 

(240, 250). De plus, in vitro, les kératinocytes primaires humains stimulés avec de la 

trypsine ou le peptide agoniste de PAR2 surexpriment la molécule d’adhésion ICAM1 
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(225) ce qui, in vivo, pourrait faciliter la pénétration des lymphocytes T dans 

l’épiderme.  

Bien que les fibroblastes dermiques n’expriment pas PAR2 de manière constitutive, 

des études ont pu démontrer que dans des conditions particulières, les fibroblastes 

en prolifération pouvaient être activés par la tryptase ou le Facteur Xa. Cette 

activation dépendante de PAR2, alors présent à leur surface, est responsable de la 

sécrétion d’IL6 et de l’expression de la cyclo-oxigénase 2 (COX2) (251, 252).  

Les protéases endogènes capables d’activer PAR2 à la surface des cellules 

endothéliales n’ont pas encore été identifiées. Cependant, il est probable que la 

tryptase sécrétée par les mastocytes intervienne lors de l’inflammation cutanée. Des 

travaux menés in vitro sur des lignées de cellules endothéliales ont démontrés que 

l’activation de PAR2 pouvaient conduire à la sécrètion d’IL6, d’IL8 (227), mais 

également à la production de COX2 et de prostacycline (253, 254) et encore à 

l’expression de la P-selectine (255). La P-selectine est essentielle à l’extravasation 

des leucocytes lors du processus inflammatoire. Ces observations in vitro, sont 

soutenues par des résultats in vivo obtenus chez les souris PAR2-/-. En effet, 

l’adhésion des leucocytes après blessure des vaisseaux est significativement 

diminuée chez ces animaux comparé à des souris sauvages (256). 

En condition inflammatoire, la peau est infiltrée par un grand nombre de cellules de 

l’immunité innée qui répondent elles aussi à l’activation de PAR2. Parmi elles, les 

mastocytes qui sécrètent de la tryptase peuvent s’activer de manière autocrine. Ces 

cellules répondent à l’activation de PAR2 par la dégranulation (257), conduisant à la 

production d’histamine, de protéoglycanes et de protéases telles que la tryptase et la 

chymase. Les autres cellules de l’immunité innée concernées par l’activation de 

PAR2 à leur surface sont les neutrophiles et les éosinophiles. L’activation du 

récepteur à la surface des neutrophiles entraîne la sécrétion d’IL6 et d’IL1β (258) 

Cette activation induit la dégranulation des éosinophiles (259, 260) et la sécrétion de 

cytokines et chimiokines pro-inflammatoires telles que l’IL6 et l’IL8 (261). Cependant, 

ces expériences ont été effectuées sur des neutrophiles et éosinophiles circulants et 

il n’est pas encore démontré si ces cellules expriment PAR2 in vivo dans la peau. De 

même, l’expression de PAR2 et l’induction de la signalisation en aval de son 

activation dans les cellules dendritiques et dans les macrophages de la peau reste à 

élucider in vivo. 
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Figure 23- Rôle de PAR2 dans l’inflammation. 

(a) Sous sa forme inactive le ligand N-terminale (rectangle rouge) ne peut pas 

interagir avec la seconde boucle extracellulaire. (b) Les protéases à sérine 

endogènes et exogènes clivent le fragment N-terminal, libérant ainsi le ligand qui 

viens alors interagir avec la seconde boucle extracellulaire du récepteur et induire la 

signalisation intracellulaire. (c) L’activation de PAR2 à la surface des kératinocytes et 

des cellules immunitaires humaines induit une variété de réponses incluant la 

sécrétion de cytokines et chimiokines ainsi que l’expression de molécules 

d’adhésion. 

(Modifié d’après Shpacovitch (2008) J Leukoc Biol) 
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Aux cellules de l’immunité innée, viennent s’ajouter les lignées humaines de 

lymphocytes T ainsi que les LT des tissus qui expriment PAR1, PAR2 et PAR3 (262-

265). La stimulation polyclonale des lymphocytes périphériques humains augmente 

l’expression transcriptionel de PAR2 (265). Les lymphocytes T murins expriment 

aussi PAR2 bien que son rôle biologique reste à clarifier (266). Il est intéressant de 

noter que la signalisation induite par PAR2 joue un rôle important dans la production 

de cytokines par les LT murins. En effet chez les animaux déficients pour PAR2, la 

sécrétion d’IL4 par les lymphocytes T CD4+ spléniques est diminuée après 

stimulation à l’ovalbumine comparé à des souris sauvages alors que la production 

d’IFNγ est augmentée  suggérant un rôle de PAR2 dans la polarisation de la réponse 

T en faveur d’une réponse Th2(266). L’ensemble des effets directs de l’activation de 

PAR2 sur les cellules intervenants dans la réponse inflammatoire est représenté 

Figure 23. 

Enfin, le récepteur est responsable du développement de la réponse prurigène qui 

aggrave dans un second temps l’inflammation cutanée. En effet, l’activation de PAR2 

au niveau des terminaisons nerveuses de la peau induit la sécrétion de 

neuropeptides et de la substance P responsables de la vasodilatation et de la 

dégranulation des mastocytes (267). D’une part la vasodilatation et l’augmentation 

du flux sanguin facilite l’entrée des neutrophiles et induit la formation d’œdèmes. 

D’autre part la dissémination d’histamine lors de la dégranulation des mastocytes 

entraîne des démangeaisons. 

Le rôle de PAR2 dans les maladies inflammatoires aigues ou chroniques de la 

peau telles que la dermatite de contact et la dermatite atopique (DA) a été démontré 

dans plusieurs études. Dans le modèle murin de dermatite de contact induit, PAR2 

joue un rôle crucial dans le développement de l’inflammation de type allergique. En 

effet, dans ce modèle, l’infiltration de cellules immunitaires, l’adhésion des leucocytes 

aux vaisseaux sanguins et l’inflammation sont significativement inhibées chez les 

souris PAR2-/- comparées aux souris sauvages (268, 269). Dans la dermatite 

atopique PAR2 pourrait induire le prurit et « la triade de Lewis » (oedeme, érythème 

et prurit). Ainsi PAR2 peut être considéré comme un composant majeur de la boucle 

d’amplification de l’inflammation et du prurit dans la DA (270-272). 

PAR2 peut être considéré comme un récepteur clé sentinelle de l’organisme puisqu’il 

peut aussi bien répondre à une activation par les protéases endogènes que par les 

protéases exogènes produites par certains micro-organismes. 
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De plus, l’ensemble de ces données supporte l’idée selon laquelle l’activation de 

PAR2 jouerait un rôle déclencheur pendant le développement de l’inflammation 

cutanée et du prurit. Il pourrait influencer le recrutement de leucocytes au niveau des 

sites inflammatoires de la peau. Ainsi, l’utilisation d’inhibiteurs de protéases et 

d’antagonistes de PAR2 semble être nécessaire pour élucider le rôle de PAR2 et des 

protéases exprimées par les cellules immunitaires dans le développement de 

l’inflammation cutanée. 

III- Les peptides antimicrobiens 

Les peptides antimicrobiens (AMPs) sont des composants de la réponse immune 

innée, qui protègent contre l’invasion des bactéries, des virus et des champignons. 

Des travaux récents ont étendu le répertoire d’actions des AMPs et mis en évidence 

leurs capacités immunostimulatrices et immunomodulatrices. Les AMPs peuvent 

induire des mécanismes secondaires de défense de l’hôte via l’induction de 

molécules pro-inflammatoires, le chimiotactisme et l’angiogénèse (Figure 24). Parmi 

les AMPs, il existe divers groupes de peptides répartis en différentes classes en 

fonction de leur structure secondaire. La majorité des classes d’AMPs partagent une 

structure commune au sein de laquelle les domaines hydrophobes et les acides 

aminés cationiques sont réarrangés dans l’espace en un motif amphiphile (Figure 

24). Cette structure secondaire facilite leur interaction avec les membranes 

bactériennes (273, 274) et conduit à la déstabilisation et à la lyse du micro-

organisme (275-277). Dans la peau, les cathélicidines et β-défensines sont les AMPs 

les mieux caractérisés.  

1- Cathélicidines 

Les cathélicidines constituent le groupe le plus important des AMPs cutanés 

(278-280). La cathelicidine humaine est connue,sous le nom de son précurseur 

hCAP18 ou sous celui d’une de ses formes peptidiques active LL-37 (281). La 

maturation de hCAP18 est dépendante du clivage protéolytique par les protéases à 

sérine incluant les kallikréines 5 et 7 (282, 283). LL-37 peut à la fois agir directement 

sur les pathogènes en détruisant leur membranes (284) et en même temps 

déclencher une réponse de l’hôte. En effet, il peut interagir avec des récepteurs  
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Figure 24- Les peptides antimicrobiens (AMPs) dans la peau. 

(a) Représentation schématique de l’AMP LL37. Les acides aminés chargés 

positivement (cationiques) sont positionnés à l’opposé des acides aminés 

hydrophobes. Cette organisation amphiphile, commune à de nombreux AMPs, leur 

permet de se lier aux membranes des pathogènes et d’y pénétrer. (b) Les AMPs sont 

produit par différents types cellulaires dans la peau : glandes sudoripares, les 

kératinocytes activés et les cellules immunitaires résidentes ou attractées 

(mastocytes et neutrophiles). En plus d’un rôle antibiotique, les fonctions attribuées 

aux AMPs sont multiples. Ils influencent la sécrétion de cytokines, la synthèse de 

composants de la matrice extracellulaire ou encore le chimiotactisme et 

l’angiogénèse. 

(Modifiés d’après Izadpanah and Gallo (2005) J Am Acad Dermatol) 
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membranaires (285, 286) et influencer la signalisation des TLRs (287, 288). La 

cathelicidine peut aussi agir en synergie avec des médiateurs pro-inflammatoires tel 

que l’IL1β et induire la production de cytokines (IL6 et IL10) et de chimiokines (MCP-

1 et 3 ; Monocyte Chemotactic Protein) (289).  

Dans une peau humaine saine, hCAP18 est produite en faible quantité, mais les 

infections ou la perte de la fonction de barrière cutanée induisent l’augmentation de  

son expression (290-292). A cet égard, certaines pathologies inflammatoires 

cutanées sont souvent associées à un défaut de la fonction de barrière cutanée. Par 

exemple, dans la dermatite atopique le microenvironnement Th2 semble inhiber 

l’induction des AMPs (293) et corrèle avec la susceptibilité accrue de ces patients 

aux infections microbiennes (293, 294). A l’inverse, dans les lésions de psoriasis, 

l’expression de la cathelicidine est augmentée (186, 295), ce qui pourrait participer 

au développement et au maintien de l’inflammation cutanée (295). 

2- ββββ-Défensines 

Les β-défensines sont exprimées par les kératinocytes et les cellules 

épithéliales, ce qui leur confère un rôle de défense contre la colonisation des micro-

organismes au même titre que les cathélicidines. Elles sont induites par des 

infections ou par l’inflammation. Le mode d’action des β-défensines pour détruire les 

micro-organismes implique la perméabilisation des membranes (276). A ce jour, six 

β-défensines humaines ont été clonées (HBD-1 à 6) à partir de cellules épithéliales et 

de cellules mononuclées périphériques (296-306).  

HBD-1 est constitutivement exprimée par de nombreuses cellules épithéliales 

particulièrement dans la peau (kératinocytes) et les tissus urogénitaux (304, 307, 

308). HBD-2 a été initialement identifié dans les lésions de psoriasis. Cet AMP est 

positivement régulé en présence de différents micro-organismes. L’activité 

antimicrobienne de HBD-2 est préférentiellement dirigée contre les bactéries Gram-

négatives telles que E.coli et P. aeruginosa (302). Enfin, HBD-3 est surexprimé lors 

de dommage cutané en l’absence de microbes suggérant un rôle dans la prévention 

de la colonisation en cas de rupture de la barrière cutanée (309). 

En plus de leur activité antimicrobienne, les β-défensines, aux même titre que les 

cathélicidines, ont des fonctions diverses dans l’immunomodulation et l’inflammation. 

Par exemple, HBD-2 est capable d’induire la production de prostaglandine et la 
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sécrétion d’histamine par les mastocytes (310) et peut également chimioattracter les 

cellules dendritiques immatures et les LT mémoires en ce fixant sur CCR6, le 

récepteur de MIP3α (285, 311). De plus, HBD-2, 3 et 4 sont capables de stimuler 

l’expression de nombreuses cytokines telles que le CXCL10, IL10 et MCP-1 (286). 

Ainsi les AMPs exprimés par les kératinocytes constituent une première ligne de 

défense de l’organisme via leur activité de destruction des pathogènes mais aussi 

leur grand spectre d’action immunomodulateur et inflammatoire. 

IV- Sécrétion de cytokines, chimiokines et molécules pro-
inflammatoires par les kératinocytes 

Dans une peau saine à l’état basal les kératinocytes ne produisent que 

quelques médiateurs tels que les cytokines IL1, IL7, l’IL18 et le TGFβ. Les 

kératinocytes contiennent une grande quantité d’IL1α préformée et active et d’IL1β

immature dans leur cytoplasme. Il semble que le rôle des réserves d’IL1 soit d’initier 

une réponse inflammatoire rapide et de déclencher les mécanismes de réparation 

après un dommage infligé à l’épiderme. L’IL7, quant à lui, est un facteur de 

croissance important pour les lymphocytes qui joue un rôle dans la survie et la 

prolifération des lymphocytes T cutanés. En plus de ces effets régulateurs sur la 

croissance des kératinocytes et des fibroblastes, le TGFβ est un modulateur de la 

réponse immunitaire et est important pour le développement des cellules de 

Langerhans. 

Lorsque l’épiderme est exposé à des stimuli (hypoxie, blessure, radiation, haptènes, 

produits d’origine microbienne), la synthèse et la sécrétion d’un grand nombre de 

cytokines par les kératinocytes sont considérablement augmentées. Les 

conséquences biologiques sont multiples et incluent : 

- l’initiation de l’inflammation (IL1, TNFα, IL6 et d’autres chimiokines) ;  

- la modulation du phénotype et de la fonction des cellules de Langerhans 

(IL1, GMCSF, TNFα, IL10, IL15) ;  

- l’activation des lymphocytes T (IL15, IL18) et leur inhibition (IL10, TGFβ) ; 

- la polarisation des lymphocytes Th1 (IL12, IL18), Th2 (TSLP), ou Th17 

(IL23). 

- Le homing cutané des lymphocytes. Sous l’action des chimiokines 

TARC/CCL17 et CTACK/CCL27 (cutaneous T cell-attracting chemokine) 



95

sécrétés par les kératinocytes, les lymphocytes T qui expriment leurs 

récepteurs (CCR4 et CCR10) migrent vers la peau. 

Lors d’événements pathologiques, les kératinocytes activés peuvent maintenir et 

amplifier l’inflammation cutanée via la sécrétion dérégulée de toutes ces molécules. 

En plus des cytokines et chimiokines, les kératinocytes sécrètent d’autres facteurs 

tels que des neuropeptides, des écosanoïdes et des espèces réactives oxygénées. 

Ces médiateurs possèdent de puissantes propriétés inflammatoires et 

immunomodulatrices et jouent un rôle important dans la pathogenèse de 

l’inflammation cutanée, les maladies infectieuses et également le vieillissement.  

V- Cas particulier d’une cytokine pro-allergique majeure : TSLP 

TSLP (Thymic Stromal LymphoPoietin) est une cytokine dont plusieurs 

fonctions importantes ont été récemment identifiées, aussi bien chez l’homme que 

chez la souris. Elle est essentiellement produite par les cellules épithéliales, 

stromales et par un seul type de cellule hématopoïétique, les mastocytes. TSLP joue 

un rôle clé dans des processus physiologiques comme l’homéostasie lymphocytaire 

ou pathologique comme les réactions allergiques. 

Initialement clonée chez la souris à la fin des années 1990 à partir d’une lignée 

stromale thymique (Z210R.1) dont le surnageant stimulait la lymphopoïèse B (312), 

TSLP est un analogue structural de l’IL7 et appartient à la famille des cytokines 

hématopoïétiques à chaîne courte (313). La forme humaine de TSLP a été clonée 

quelques années plus tard, du fait d’une faible similarité de séquence en acides 

aminés entre les deux orthologues (43%). C’est en fait son analogie structurale avec 

l’IL7 qui a permis sa découverte par bioinformatique (314, 315).  

1- Signalisation TSLP/TSLPR 

1-1- TSLP 

TSLP est une cytokine majoritairement produite par les cellules épithéliales 

des poumons, de la peau et des intestins (315). Chez la souris, il s’agit d’une 

cytokine à quatre hélices possédant trois sites asparagines potentiels pour l’addition 

de carbohydrate et sept résidus cystéines (313). La forme humaine de TSLP 
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possède également une structure à quatre hélices avec deux sites de N-glycosylation 

et six résidus cystéines. Bien que les formes humaine et murine de TSLP ne 

partagent que 43% d’identité au niveau de leur séquence en acides aminés, elles 

exercent des fonctions biologiques similaires (315). 

L’ARN messager de TSLP est exprimé par : 

- les cellules épithéliales bronchiques, 

- les cellules musculaires lisses (viscères, vaisseaux sanguins), 

- les fibroblastes pulmonaires (alors qu’elle est absente dans les 

fibroblastes dermiques), 

- les kératinocytes de l’épiderme, 

- les corpuscules de Hassal du thymus, composé de cellules 

kératinisées, 

- les mastocytes activés par les immunoglobulines E. (177) 

En conditions physiologiques, TSLP est faiblement détectable hormis dans les 

corpuscules de Hassal où elle semble avoir un rôle dans l’homéostasie 

lymphocytaire. L’expression de la protéine est restreinte à des conditions 

pathologiques particulières, souvent associées à un processus allergique. Ainsi 

TSLP est détectable dans l’épiderme des patients atteints de dermatite atopique, 

durant les phases aigue et chronique (177) et son expression transcriptionnelle est 

augmentée dans les poumons des patients asthmatiques (316). De plus, plusieurs 

équipes ont pu démontrer la présence de TSLP circulant dans des modèles murins 

de dermatite atopique et d’hypersensibilité bronchique, suggérant un rôle systémique 

possible de la cytokine (317, 318). 

1-2- TSLP-R 

Le récepteur de TSLP est un hétérodimère formé du récepteur alpha de l’IL7 

(IL7Rα) et d’un récepteur spécifique à TSLP (TSLPR, CRLF2).  

Tout comme pour TSLP, le TSLPR ne partage que peu d’identité entre l’homme et la 

souris (39%). TSLPR est un récepteur aux cytokines de type 1 atypique avec une 

altération de plusieurs motifs caractéristiques de ces récepteurs. Par exemple, il ne 

possède pas le second des quatre domaines extracellulaires à résidus cystéines 

normalement conservés, suggérant que ce récepteur présente un repliement unique. 

Le récepteur à TSLP comprend une séquence box1 conservée des récepteurs aux 
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cytokines mais ne possède pas la séquence box2 qui régule la fixation des tyrosines 

kinase Janus (JAK). Enfin, contrairement aux autres récepteurs aux cytokines, il ne 

contient qu’un seul résidu tyrosine en dehors de son extrémité carboxy-terminale, qui 

n’est pas phosphorylé suite à la fixation du ligand. Ces variations suggèrent une 

signalisation intracellulaire unique à la formation du complexe TSLP/TSLPR (315, 

319-322). 

Les types cellulaires qui expriment le recepteur à TSLP et qui par conséquent sont 

directement influencés par TSLP sont variables entre l’homme et la souris. Il s’agit 

cependant de cellules hématopoïétiques dans les deux cas. Chez l’homme 

l’expression des deux sous-unités du récepteur est restreinte aux mastocytes (178), 

aux cellules dendritiques (315) et aux cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 

spécifiques de l’épiderme, qui sont les cellules de Langerhans (180). Ces trois types 

cellulaires sont communs avec ceux de la souris. En plus de celles-ci, les 

lymphocytes T CD4+ naïfs murins semblent exprimer chacunes des chaines du 

récepteur à TSLP (323). En effet, une fois isolés in vitro, ils répondent à TSLP en 

proliférant et en se différenciant en LT CD4+ Th2 (324). Cependant, les DCs 

expriment également le CD4 et ont pu ainsi échapper à la sélection lors de la mise 

en culture des LT. Dès lors, leur contribution dans l’induction des Th2 in vitro n’est 

pas exclue et l’action directe de TSLP sur les LT CD4+ naïfs reste encore à 

confirmer. 

  

1-3- Signalisation intracellulaire 

Bien que TSLP et l’IL7 aient en commun une chaine de leur récepteur 

(IL7Rα), la voie de signalisation intracellulaire qui découle de la fixation de la 

cytokine sur son récepteur n’est pas identique. 

La combinaison de TSLPR/IL7Rα est nécessaire à la formation d’un complexe de 

forte affinité avec le ligand TSLP. Cette interaction recepteur/ligand a pour 

conséquence l’activation de STAT5 (315, 319, 320) et l’expression de ses gènes 

cibles (gènes CIS, Cytokine-Induced SH2 proteins) (325). Cependant une analyse 

plus détaillée a démontré que les récepteurs à TSLP et à l’IL7 utilisaient des 

mécanismes d’activation de STAT5 différents. 

L’engagement de IL7R conduit à l’activation des JAK1 et 3, qui phosphorytent le 

résidu tyrosine 449 de la sous-unité IL7Rα induisant la fixation et l’activation de 

STAT5 (326), alors que le traitement par TSLP d’une lignée murine n’active pas ces 
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kinases (327). De plus, l’utilisation de dominants négatifs des JAK1 et JAK2 ne 

bloque pas l’activation de STAT5 induit par TSLP (325). Ces résultats suggèrent que 

les JAK kinases ne sont pas impliquées dans la signalisation secondaire à la fixation 

de TSLP sur son récepteur. Il reste donc à identifier les kinases responsables de 

l’activation de STAT5 en aval du recepteur à TSLP. 

2- Induction d’une réponse lymphocytaire T pro-allergique 

L’inflammation allergique résulte d’une cascade immunologique complexe qui 

conduit à la dérégulation de la production de cytokines de type Th2 (IL4, IL5 et IL13), 

d’immunoglobuline E (IgE), à une hyper-éosinophilie sanguine et à la production de 

mucus (328-330). Des études ont démontré que les cellules dendritiques (DCs) 

pouvaient jouer un rôle important dans la polarisation de la réponse T. La capacité 

des DCs à induire une réponse de type Th1 ou Th2 apparaît être dépendante du 

type de signaux qu’elles reçoivent (331-333). Contrairement aux déterminants de la 

polarisation Th2, les mécanismes et signaux favorisant la réponse Th1 sont connus 

depuis de nombreuses années. Cette réponse est dépendante de la présence de 

molécules dérivées des micro-organismes, qui après fixation sur les TLRs à la 

surface des DCs, entraînent la production d’IL12. Cette cytokine est responsable de 

la différenciation des LT CD4+ naïfs en lymphocytes Th1. Au contraire, l’activation 

des DCs par TSLP est un mécanisme original de maturation des DCs qui induit une 

réponse inflammatoire Th2, sans que la cellule présentatrice d’antigène (ici les DCs) 

n’ait rencontré le moindre agent pathogène exogène.

2-1- Mise en place d’un environnement pro-Th2 par les DC et les mastocytes 

activés par TSLP

La fixation de TSLP sur son récepteur à la surface des DC humaines induit la 

surexpression du CMH de classe II et de cofacteurs CD54, CD80, CD83 et de DC-

lamp, de façon identique à la fixation d’un ligand sur les TLRs ou CD40 (177). 

Cependant, contrairement à l’activation des TLRs et de CD40, TSLP n’induit pas la 

production de cytokines de la famille de l’IL12 ou de l’IFNγ, nécessaire à la 

polarisation Th1. Elle ne stimule pas non plus la production des cytokines pro-

inflammatoires TNF, IL1β et IL6 par les DCs (177). De manière intéressante la 

stimulation par TSLP entraîne la production d’une grande quantité des chimiokines 
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IL8 et éotaxine 2, attirant les neutrophiles et éosinophiles, mais également des 

chimiokines TARC and MDC impliquées dans le chimiotactisme des lymphocytes 

Th2 (315, 334). 

Le fait que TSLP n’induise pas la production de cytokine pro-Th1 par les DCs semble 

être un mécanisme clé qui permet à ces CPAs de créer un microenvironnement pro-

Th2. Ainsi, la voie de signalisation intracellulaire induite par TSLP pourrait être 

indépendante de NF-κB et MyD88, normalement requis pour une réponse Th1. Cette 

hypothèse est soutenue par l’activation en aval du recepteur à TSLP de STAT5 qui 

lui n’est pas activé par l’engagement des TLRs ou du CD40 (315, 325). 

En plus des DCs, TSLP est capable d’activer les mastocytes en présence d’IL1β et 

de TNFα. Cette activation résulte en la sécrétion par les mastocytes de cytokines 

pro-Th2 (IL5 et IL13) mais également de chimiokines (IL6 et IL8) (178).  

Ces travaux suggèrent que la sécrétion de TSLP par les cellules épithéliales pourrait 

induire une réponse inflammatoire allergique grâce à  la sécrétion de cytokines Th2, 

de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires par les cellules du système 

immunitaire innée. 

2-2- Différenciation des lymphocytes T CD4+ Th2 sous l’action de TSLP 

Lorsque que des DCs activées par TSLP sont utilisées pour stimuler des LT 

CD4+ naïfs in vitro, elles induisent un type unique de LTh2. Ces LTh2 produisent les 

cytokines Th2 classiques (IL4, IL5 et IL13) mais également une grande quantité de 

TNFα alors qu’elles ne produisent plus d’IL10. L’IL10 initialement classifiée comme 

une cytokine Th2, est un immunomodulateur qui régule de façon négative la réponse 

Th2 au même titre que l’IFNγ (335). L’IL10 apparaît diminuée dans le liquide 

broncho-alvéolaire des patients atopiques par rapport à des sujets normaux (336). 

Elle semble prévenir l’hypersensibilité respiratoire après une exposition aux 

allergènes (337, 338). Le TNFα n’est quant à lui pas considéré comme une cytokine 

Th2 classique. Cependant, il est présent en grande quantité dans les voies 

respiratoires de patients asthmatiques. De plus, les polymorphismes conduisant à 

une augmentation de la sécrétion de cette cytokine sont associés à un risque accru 

de développement de l’asthme (339), appuyant son rôle potentiel dans l’asthme et 

l’inflammation allergique.  
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Figure 25- Différenciation des lymphocytes Th2 induite par TSLP. 

(a) Les cellules dendritiques activées par TSLP induisent la différenciation des 

lymphocytes Th0 en lymphocyte Th2 (LTh2) atypique. Ces cellules qualifiées de 

LTh2 inflammatoire, en opposition aux LTh2 conventionnels, produisent du TNFα

mais plus d’IL10. (b) Modèle de régulation de la différenciation en LTh1 et Th2.  

1- Modèle de sélection positive : la différenciation en Th1 ou Th2 nécessite un 

message spécifique tel que l’IL12, polarisant les Th1 (A) ou les Th2 (B). 2- Modèle de 

sélection par défaut : en absence d’IL12 (No A) la différenciation en Th2 est 

favorisée.  

3- Modèle unifié : la polarisation en Th1 ou Th2 nécessite un signal pro-Th1 (A) ou 

pro-Th2 (B). Cependant, le signal pro-Th1 est dominant sur le pro-Th2. La 

polarisation Th2 n’est donc possible qu’en présence du signal B (OX40L) et 

uniquement en absence de signal pro-Th1 (No A). 

(Modifiés d’après Liu (2009) Adv Immunol) 
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Ces lymphocytes T CD4+ présentant un profil cytokinique unique, de part leur 

expression de TNFα et leur incapacité à sécréter l’IL10, sont qualifiées de cellules 

Th2 inflammatoires en opposition aux cellules Th2 conventionnelles (Figure 25). Il 

semble évident que les cellules impliquées dans les maladies allergiques soient 

plutôt des cellules Th2 inflammatoires plutôt que des conventionnelles. 

Afin d’identifier le mécanisme moléculaire par lequel les DCs activées par TSLP sont 

capables d’induire l’expansion de cellules inflammatoires Th2, l’équipe de Liu a 

entrepris une analyse d’expression génique sur des DCs humaines immatures 

activées par TSLP ou par du Poly I:C ou par le CD40L qui activent la sécrétion d’IL12 

par les DCs, favorisant une réponse Th1. De leur analyse est apparue que seul 

TSLP induisait l’expression, à la surface des DCs, de OX40L. Cette protéine de la 

superfamille du TNF est capable d’induire la maturation des lymphocytes en Th2 qui 

se mettent alors à produire les cytokines Th2 classiques et du TNFα, mais plus 

d’IL10 (334). La signalisation via OX40/OX40L a également été montrée par une 

autre équipe comme induisant directement l’engagement des LTh0 dans le lignage 

Th2, en induisant NFATc1 qui déclenche la production d’IL4 suivi de l’expression du 

facteur de transcription pro-Th2, GATA3 (340). De plus, le blockage de OX40L in 

vivo (l’aide d’anticorps bloquanrs) inhibe l’asthme induit par TSLP dans un modèle 

murin (341). L’ensemble de ces résultats prouvent que la différenciation en 

lymphocyte inflammatoire Th2 est induite par la fixation de OX40L à son récepteur. 

Cependant, il apparaît que ce mécanisme est dépendant de l’absence d’IL12, 

puisque l’ajout de cette cytokine dans le milieu de culture aboli cette différenciation 

originale. Tout ceci permet de proposer un modèle de régulation de la différenciation 

en Th2. Historiquement deux modèles étaient proposés pour expliquer l’initiation du 

développement des Th2 (342-345) : une sélection positive par la présence d’un 

signal pro-Th2 ou une sélection par défaut d’IL12 (qui induit une différenciation Th1) 

Les travaux plus récents sur TSLP et OX40L suggèrent un troisième modèle qui 

n’exclu pas les deux premiers. Au contraire, l’ensemble des travaux suggèrent qu’il 

faut à la fois une sélection positive, qui correspond ici à OX40L et une sélection par 

défaut, c'est-à-dire l’absence d’IL12 (323, 346) (Figure 25). 

En plus de ce mode d’action indirecte, TSLP semble être directement impliquée dans 

le développement et l’homéostasie des lymphocytes T CD4+ (324, 347). Dans un 

modèle in vitro d’activation des LT, TSLP peut directement polariser la différenciation 

de LT CD4+ naïfs en Th2, sans apport d’IL4 exogène. L’ajout d’anticorps bloquant 
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contre l’IL4 inhibe cette activation suggérant que TSLP induit la transcription de cette 

cytokine qui participe ensuite à la différenciation des LT CD4+ de type Th2. L’IL4 

semble donc être un facteur essentiel qui agit séquentiellement avec TSLP. Elle 

pourrait ainsi promouvoir et maintenir une forte réponse Th2 (334).  

Il apparaît qu’il existe deux mécanismes par lesquels TSLP pourrait induire la 

différenciation en Th2. L’un impliquerait l’activation des DCs et le second impliquerait 

la fixation directe de TSLP sur son récepteur à la surface des lymphocytes T CD4+

naïfs. Ce second mécanisme, qui pourrait ainsi distinguer l’homme de la souris, reste 

à confirmer étant donné le manque d’informations sur la présence des deux sous-

unités du récepteur à la surface des lymphocytes T CD4+ naïfs.  

2-3- TSLP dans la dermatite atopique et l’asthme allergique  

Comme décrit précédemment, TSLP est exprimée par les kératinocytes de 

l’épiderme, les cellules épithéliales, les fibroblastes bronchiques ou encore les 

cellules musculaires lisses. De manière intéressante, il s’avère que les seules 

cellules hématopoïétiques exprimant TSLP soient les mastocytes activés par la 

fixation d’IgE à leur surface (177). Cette activation est une étape clé de l’allergie 

puisqu’il entraîne la libération d’histamine. De plus, les mastocytes exprimant le 

recepteur à TSLP de façon constitutive, ils sont capables de s’auto-activer, induisant 

ainsi la production de cytokines Th2. Ceci suggérant un rôle potentiel dans 

l’amplification de la réponse inflammatoire de type allergique.  

L’analyse immunohistochimique sur coupe de peau de patients atteints de dermatite 

atopique a révélé que TSLP était fortement exprimé par les kératinocytes les plus 

différenciés de la peau lésée et ce durant la phase aigue et chronique de la maladie. 

En revanche, TSLP n’est pas détectable dans une peau saine ni dans une peau non 

lésée de patient DA. De plus TSLP est absente dans les pathologies cutanées avec 

une exacerbation de la réponse Th1 telles que la dermatite de contacte induite par le  

nickel et le lupus erythemateux (177). Cette constatation renforce le lien entre TSLP 

et l’allergie in vivo (Figure 26). L’expression de TSLP dans la peau des patients 

atteints de dermatite atopique est associée à la diminution du nombre de cellules 

Langerine+ dans l’épiderme et à l’augmentation du nombre de DC-lamp+ dans le 

derme. Cette observation suggère l’activation et la migration des CPAs spécialisées 

de l’épiderme, les cellules de Langerhans. 
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Figure 26- Expression de TSLP dans la peau. 

TSLP n’est pas exprimée par les kératinocytes en zone non lésionnelle d’un patient 

atteint de dermatite atopique (a). En revanche, elle est fortement exprimée par les 

kératinocytes des couches supérieures de l’épiderme, de manière focale ou sur toute 

la zone, au niveau des lésions aigues (b, c) et chroniques (d-f) de dermatite atopique. 

TSLP n’est pas détectée dans d’autres pathologies inflammatoires telles que la 

dermatite de contacte induite au nickel (h) et le lupus erythematosus (i). (g) Isotype 

contrôle. 

TSLP : coloration en rouge (phosphatase alcaline). 

(D’après Soumelis (2002) Nat Immunol)  
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Ainsi, TSLP pourrait activer in situ leur migration vers les ganglions lymphatiques 

drainants, dans lesquels elles pourront induire la différenciation des lymphocytes 

CD4+ naïfs en lymphocytes inflammatoires Th2 (177).  

Une étude plus récente a montré par hybridation in situ que l’expression de TSLP 

était augmentée dans les voies respiratoires de patients asthmatiques. Cette 

surexpression corréle avec l’expression de chimiokines attirant les Th2 (TARC et 

MDC) et la sévérité de la maladie (316). Ces travaux fournissent le premier lien entre 

TSLP et l’asthme chez l’homme. 

3- Rôle de TSLP in vivo : Modèles murins d’asthme allergique et 

de dermatite atopique 

L’analyse de modèles murins a également permis de mettre en évidence un 

rôle de cette cytokine dans le développement des lymphocytes Th2 et de pathologie 

de type allergique chez la souris. Il semble que TSLP soit nécessaire et suffisante 

pour induire une réponse de type allergique en présence ou non du système 

immunitaire adaptatif. Ces modèles permettent de préciser in vivo le rôle clé de cette 

cytokine, retrouvée surexprimée dans les pathologies allergiques humaine. 

3-1- TSLP est nécessaire au développement de la réaction inflammatoire de 

type allergique 

L’induction de l’asthme allergique par l’inhalation d’un allergène (ovalbumine) 

a été réalisée par deux équipes sur des souris déficientes pour la sous unité TSLPR. 

Ces animaux ne développent pas d’inflammation des voies respiratoires, 

contrairement aux souris sauvages. De plus, l’analyse des LT CD4+ de leur rate 

révèle que la capacité de ces lymphocytes à produire de l’IL4 est dramatiquement 

diminuée (348, 349).  

De la même manière, le ligand TSLP apparaît nécessaire au développement du 

phénotype de dermatite atopique chez la souris. La délétion de Tslp de façon 

constitutive ou tissu-spécifique (compartiment épidermique), rendent les souris 

résistantes à l’inflammation de type dermatite atopique induite par l’application de 

MC903 (analogue de la vitamine D3). Après ce traitement, les souris sauvages 

développent quant à elles des lésions cutanées sévères, infiltrées par un grand 

nombre de cellules immunitaires (LT CD4+, éosinophiles et mastocytes). Cet infiltrat 
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coïncide avec l’augmentation in situ de la production de cytokines telles que l’IL4, 

l’IL13 et l’IL31 (350). 

L’ensemble de ces travaux révèle que la signalisation induite par la fixation de TSLP 

sur son recepteur est indispensable au développement du phénotype allergique chez 

la souris. 

3-2- TSLP est suffisant pour induire une réponse de type allergique 

La surexpression de TSLP de façon tissu-spécifique (peau ou poumons) induit 

des réponses allergiques de type dermatite atopique et asthme allergique (197, 349, 

351, 352). 

Dans le modèle de souris transgéniques pour Tslp, spécifique de l’épiderme (Tslp

sous le contrôle du promoteur de la Kératine 5), les auteurs ont démontré que ces 

animaux développaient rapidement des lésions eczématiformes de type dermatite 

atopique. L’épiderme de ces souris est épaissi, spongieux et hyperkératosique. 

L’expression de cytokines pro-allergiques (IL4, IL5 et TNFα) et de chimiokines 

(CCL17/TARC) au niveau de la peau lésée est augmentée. Leur derme contient un 

infiltrat inflammatoire massif composé d’éosinophiles, de mastocytes, de 

macrophages et de lymphocytes. Au niveau systémique les lymphocytes Th2 sont 

plus nombreux et les souris présentent un taux d’IgE sérique élevé (197). 

Il est important de noter que le croisement de ces animaux K5-TSLP avec des souris 

déficientes pour le récepteur TCRβ, ne possédant donc pas de LT fonctionnels, 

n’abolie pas  la réponse inflammatoire cutanée. Bien qu’il n’y ait pas de lymphocytes 

Th2 circulant ni de production massive d’IgE chez ces animaux, la peau reste 

inflammée et infiltrée par des mastocytes et des éosinophiles (197). Ainsi TSLP est 

capable à elle seule de déclencher une inflammation cutanée de type allergique et ce 

indépendamment du système immunitaire adaptatif. Ceci peut s’expliquer par la 

présence de son récepteur à la surface des mastocytes (178), qui sont des cellules 

importantes dans le processus inflammatoires et allergiques (353, 354). L’ensemble 

des travaux effectués sur l’homme et la souris, permettent de proposer un mode 

d’action de TSLP dans l’initiation de l’inflammation cutanée de type allergique. TSLP 

peut induire le développement de lésions eczématiformes de manière T-

indépendante et T-dépendante. 
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Figure 27- Rôle de TSLP dans l’initiation de l’allergie cutanée. 

Sous l’influence de facteurs environnementaux ou de cytokines, TSLP est produite 

par les kératinocytes de l’épiderme. Elle peut alors activer les cellules de 

Langerhans, qui vont maturer et migrer vers les ganglions lymphatiques drainant, où 

elles induiront la différenciation des cellules Th0 en Th2 par l’intermédiaire de OX40L 

exprimé à leur surface. Les cellules de Langerhans ainsi activées par TSLP 

participent à la mise en place de la réponse inflammatoire innée via la sécrétion de 

chimiokines. Cependant, TSLP peut également directement activer les mastocytes 

qui secrètent alors des molécules créant un microenvironnement pro-inflammatoire et 

pro-Th2.  

(Modifié d’après Soumelis (2007) Med Science) 
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Dans le premier cas TSLP induit la sécrétion de molécules pro-inflammatoires et pro-

Th2 par les mastocytes (T-indépendant). Dans le second cas, les cellules de 

Langerhans activées par TSLP sécrètent des chimiokines pro-allergiques et vont 

induire la différenciation de LTh0 en LTh2 au niveau des organes lymphoïdes 

secondaires (T-dépendant) (Figure 27). 

Le rôle de TSLP dans l’initiation de l’asthme allergique a également été démontré in 

vivo par plusieurs équipes. Zhou et al. ont démontré que la surexpression spécifique 

de Ts dans les poumons (sous le contrôle du promoteur de la protéine de surfactant 

C (SPC) humaine), induisait une inflammation allergique des voies respiratoires. Cet 

asthme est caractérisé par une infiltration massive de leucocytes, incluant des 

lymphocytes Th2, une hyperplasie des cellules sécrétrices de mucus, une fibrose 

subépithéliale et également une élévation du taux sérique d’IgE (349). 

Des travaux plus récents, ont également mis en évidence le rôle de TSLP produit par 

les kératinocytes dans l’aggravation de l’hypersensibilité bronchique (317, 318). 

Après induction de TSLP par application topique de MC903, les souris développent 

non seulement des lésions cutanées de type dermatite atopique mais également une 

aggravation de l’asthme allergique induit par la sensibilisation aérienne avec de 

l’ovalbumine. Ce phénomène est aboli lorsque l’expérience est réalisée sur des 

souris dont l’épiderme est déficient pour TSLP (318). Ces données procurent un 

premier lien entre la survenu de l’asthme allergique secondaire au développement 

des lésions cutanées eczematiformes. Ce processus pathologique, connu sous le 

nom de « marche atopique », est fréquemment observé chez les patients atteints de 

dermatite atopique. 

4- Autres fonctions de TSLP 

4-1- TSLP et développement lymphocytaire chez la souris 

La forme murine de TSLP a été identifiée et clonée suite à la découverte de 

son activité biologique favorisant la croissance des progéniteurs B et T, dans une 

lignée de cellules épithéliales thymiques (312, 313, 327, 355). Cependant, les souris 

déficientes pour la sous unité TSLPR présentent un développement normal de leurs 

lymphocytes B et T (347). Ainsi, TSLP était considérée comme une cytokine de la 

famille de l’IL7 de faible intérêt. Cependant, il a été démontré que les cellules cibles 

de TSLP et de l’IL7 étaient différentes. Dans la moelle osseuse, l’IL7 agit 
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principalement sur les progéniteurs lymphoïdes précoces et les progéniteurs pré-pro-

B, alors que TSLP agirait sur les progéniteurs B à un stade plus tardif. Ceci est 

soutenu par le fait que les cellules pro-B du foie fœtal et non les pro-B dérivés de la 

moelle osseuse répondent à TSLP (356, 357). 

4-2- TSLP et homéostasie de T CD4+ périphériques 

Il est aujourd’hui fortement suggéré que les cellules dendritiques jouent un 

rôle critique dans le maintien de l’homéostasie des lymphocytes T en condition 

physiologiques. Watanabe et al. ont mis en evidence l’expression de TSLP par les 

cellules épithéliales des amygdales associée avec la présence de DC activées (DC-

Lamp+) et ce en condition physiologique. Les DC activées par TSLP ont la capacité 

d’induire l’expansion massive des LT CD4+ naïfs. Ceci suggère que chez l’homme, 

TSLP exprimée par les cellules épithéliales des tissus lymphoïdes périphériques 

associés aux muqueuses pourrait jouer un rôle dans la prolifération homéostatique 

des cellules T naïves et mémoires via l’induction des DCs. En effet, seules les DCs 

activées par TSLP peuvent induire et soutenir l’expansion des T CD4+ naïfs en 

absence d’antigènes exogènes ou de cytokines (358).

Il semblerait que la production de TSLP à un faible niveau basal par les épithéliums 

des muqueuses est important pour conditionner les DCs associées dans un 

phénotype non inflammatoire, non Th1 et maintenir l’homéostasie de ces tissus. En 

effet, chez les patients atteints de la maladie inflammatoire de Crohn (maladie Th1), 

le niveau basal d’expression de TSLP par les cellules épithéliales de l’intestion est 

diminué voie indétectable par rapport aux individus sains (359).  

De plus, des expériences menées sur des souris déficientes pour le TSLPR 

rapportent également un rôle pour TSLP dans le maintien de l’homéostasie de T 

CD4+ circulant in vivo (347).  

4-3- TSLP et développement des Treg dans le thymus 

TSLP est exprimée par les Corpuscules de Hassal du thymus (177). Le 

thymus n’est pas un organe lymphoïde périphérique exposé aux infections 

microbiennes ou aux réponses immunitaires. Il est donc légitime de penser que 

TSLP ou les cellules dendritiques activées par TSLP pourraient avoir une fonction 

physiologique dans le thymus. De plus, les DCs activées par TSLP induisent 
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Figure 28- TSLP et développement des lymphocytes T régulateurs. 

(a) TSLP est exprimé dans les corpuscules de Hassal du thymus humain (rose), à 

proximité des cellules dendritiques (DC) activées DC-Lamp+ (bleues). (b) Modèle 

proposé du rôle de TSLP dans le développement des lymphocytes T régulateurs 

(Treg). Après une première sélection positive par les cellules épithéliales du cortex 

(CEC), les thymocytes migrent dans la medulla. Les cellules autoréactives de faible 

affinité échappent à la sélection négative migrent vers la périphérie en tant que 

lymphocyte T naïfs CD4+. La majorité des thymocytes autoréactifs de haute affinité 

subissent une sélection négative en liant l’antigène présenté par les cellules 

épithéliales médullaires (MEC) ou les DCs immatures et meurent. Un faible nombre 

de thymocytes autoréactifs de haute affinité subit une seconde sélection positive en 

liant les antigènes présentés par les DCs thymiques activées par TSLP et vont 

devenir des lymphocytes T régulateurs. 

(Modifiés d’après Liu (2007) Annu Rev Immunol) 
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l’expansion des thymocytes CD4+CD8-CD25- parmi lesquels 50% se différencieront 

en Treg FoxP3+. Dans le thymus, les Treg CD4+ CD25+ sont exclusivement localisés 

dans la medulla proche des DCs activées (DC-LAMP+/CD86+) et des corpuscules de 

Hassal. Ceci suggère que ces Treg pourraient être générés dans cette zone du 

thymus. Ces DCs pouraient 

être activées par TSLP sécrétée par les cellules épithéliales des corpuscules de 

Hassals (360) (Figure 28). 

Différentes études chez la souris ont montré que TSLP induisait la différenciation  et 

l’expansion des Treg Foxp3+ dans le thymus et en périphérie (361-364). Cependant 

les souris déficientes pour le TSLPR ne présentent pas de développement anormal 

des Treg. Ainsi le rôle précis de TSLP dans le développement des Treg reste à 

démontrer. 

5- Régulation de l’expression de TSLP 

Des travaux effectués chez l’homme et chez la souris suggèrent que la 

production de TSLP par les cellules épithéliales représente un événement précoce 

déclencheur de l’inflammation allergique. Les fibroblastes bronchiques, les cellules 

musculaires lisses, les basophiles et les mastocytes semblent également impliqués 

grâce à leur capacité à produire TSLP (177). Cependant, l’induction de l’expression 

de TSLP par les cellules épithéliales et les autres types cellulaire reste mal connue.  

5-1- RXR, Vitamine D et TSLP 

Plusieurs études ont démontré un lien entre les récepteurs nucléaires RXR, la 

vitamine D et la régulation de l’expression de TSLP. La délétion des RXR alpha et 

beta chez la souris conduit à la surexpression de TSLP par les kératinocytes de 

l’épiderme et entraîne une alopécie progressive associée à une inflammation 

cutanée de type dermatite atopique (351, 352). 

De la même façon, l’application locale de vitamine D3 ou de son analogue (MC903), 

levant la fonction inhibitrice des RXR complexé aux VDR (Récepteur à la vitamine 

D), induit le même phénotype de dermatite atopique associé à une production accrue 

de TSLP par les kératinocytes chez la souris. Le délétion du récepteur à la vitamine 

D3 abolit cet effet. Ces deux modèles murins d’induction de TSLP présentent une 
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hyperplasie épidermique associée à un infiltrat dermique composés d’éosinophiles, 

de granulocytes, de mastocytes et de lymphocytes essentiellement CD4+ (351, 352). 

Ces résultats démontrent qu’en condition basale, les complexes RXR/RAR ou 

RXR/VDR, sont des répresseurs transcriptionnels de TSLP dans les kératinocytes.  

5-2- NF-κκκκB et TSLP 

Grace à des expériences de gène rapporteur, le groupe de Ziegler a pu 

identifier et positionner un site NF-κB sur le promoteur de TSLP. Ils ont également 

démontré une régulation positive par les cytokines pro-inflammatoires IL1β et TNFα

en amont de la voie NF-κB (365). 

Le rôle de NF-κB dans la production de TSLP a été également démontré in vivo. En 

effet, des souris avec une délétion spécifique de IKK-β (kinase activatrice de la voie 

NF-κB) dans les cellules épithéliales de l’intestin, présentent un niveau d’expression 

de TSLP inférieure en condition normale et après infection par des parasites (366). 

Ceci suggére un rôle de la voie NF-κB dans la régulation de l’expression de la 

cytokine aussi bien en condition physiologique que pathologique. 

5-3- Autres voies de stimulation  

Un certain nombre de stimuli ont été démontrés pour induire l’expression de 

TSLP. Ainsi, la production de TSLP par les cellules épithéliales peut être induite par 

des cytokines Th2 telles que l’IL4 et l’IL13 (179, 367), entretenant ainsi l’inflammation 

allergique. De même, son expression est induite par la fixation de Poly I:C sur le 

TLR3 (à la surface des cellules épithéliales bronchiques humaines) (367) et même 

par les blessures cutanées (178). 

Ainsi une variété de stimuli est décrite pour induire la production de TSLP. 

Cependant, le lien entre l’exposition aux allergènes et l’induction de TSLP reste 

inconnu. Il reste à identifier un récepteur de l’immunité innée qui pourrait 

potentiellement être un senseur de la pénétration d’allergènes et le lien avec la 

signalisation des RXR et NF-κB. Son identification pourrait participer à la découverte 

du/des chainon(s) manquant(s) conduisant à l’expression de TSLP dans le cas 

particulier de l’inflammation de type allergique.  
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Objectifs de la thèse 

Afin d’identifier les mécanismes physiopathologique du syndrome de 

Netherton (SN), notre équipe a développé un modèle murin déficient pour le gène 

Spink5. En absence de LEKTI, les protéases épidermiques (kallikréines 5 et 7) sont 

hyperactives et clivent de façon prématurée les structures inter-cornéocytaires 

conduisant au détachement en bloc de la couche cornée. Il en résulte un défaut 

sévère de la fonction de barrière cutanée entrainant la mort rapide des nouveaux nés 

par déshydratation. Afin d’étudier les effets prolongés de l’absence de LEKTI dans la 

peau, nous avons développé un modèle de greffe de peau sur souris nude. Les 

greffons Spink5-/- reproduisent le phénotype ichtyosiforme des patients SN et 

présentent un infiltrat inflammatoire dermique important. Ces observations suggèrent 

un rôle intrinsèque de l’épiderme déficient en LEKTI dans le déclenchement de 

signaux pro-inflammatoires. Cette cascade dérégulée en l’absence de LEKTI pourrait 

expliquer le phénotype des souris et le développement de lésions eczématiformes 

chez les patients SN.  

Objectif 1 : Identification d’un mécanisme moléculaire responsable de 

l’inflammation cutanée de type allergique en absence de LEKTI 

Le premier objectif de ma thèse a été de caractériser les greffes de peau 

Spink5-/- (KO). Après 8 semaines, les greffons KO reproduisent la majorité des 

anomalies histologiques et ultrastructurales de la peau des patients atteint du 

syndrome de Netherton. De plus, ces animaux présentent un infiltrat inflammatoire 

composé de cellules polynucléaires éosinophiles et de mastocytes caractéristique 

des inflammations de type allergique. Ainsi, dans un premier temps, je me suis 

attachée à identifier les acteurs et les mécanismes moléculaires pouvant rendre 

compte de cette inflammation. Ce travail nous a permis d’identifier une nouvelle 

cascade de signalisation responsable de la sécrétion de molécules pro-

inflammatoires et pro-Th2 (TSLP) par les kératinocyte déficient en LEKTI (humains et 

murins). Cette voie met en jeu la kallikréine 5 (KLK5) hyperactive en l’absence de 

LEKTI et qui clive alors le récepteur PAR2 (Proteinase Activated Receptor 2) à la 

surface des kératinocytes conduisant à l’activation du facteur de transcription NF-κB. 

(Article 1) 
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Objectif 2 : Rôle de PAR2 dans le développement de l’inflammation secondaire 

à l’absence de LEKTI  

Cette voie de signalisation que j’ai identifiée implique le récepteur PAR2 connu pour 

son rôle dans l’inflammation cutanée. Nous avons pu démontrer in vitro qu’il était 

important pour l’induction de signaux pro-inflammatoires et pro-allergiques par les 

kératinocytes. Le deuxième objectif de ma thèse a donc été de déterminer 

l’importance in vivo de cette signalisation dans le développement des lésions 

inflammatoires. Pour cela nous avons croisé nos souris Spink5-/+ avec des animaux 

Par2-/-  afin d’obtenir des animaux double knockout (DKO). L’étude du phénotype de 

ces animaux DKO à l’état embryonnaire et adulte (greffes), nous a permis de 

démontrer le rôle majeur de PAR2 dans l’initiation de signaux pro-allergiques 

précoces. Cependant, l’absence de ce récepteur ne permet pas d’inhiber 

complètement l’inflammation à l’état adulte, reflétant ainsi l’importance du défaut de 

barrière cutané dans la progression des désordres immunologiques. (Article 2)

Objectif 3 : Etude de la réponse immunitaire chez les patients atteints du 

syndrome de Netherton 

Généralement le défaut de barrière épidermique est pointé du doigt comme 

étant un facteur favorisant la pénétration de pathogènes et d’allergènes conduisant à 

une inflammation cutanée. Cependant le syndrome de Netherton est une des rares 

ichtyoses présentant constamment des manifestations atopiques incluant de la 

dermatite atopique, de l’asthme allergique, des allergies alimentaires et un taux 

d’immunoglobuline E sérique élevé. Ces observations cliniques associées à 

l’expression de LEKTI par les corpuscules de Hassal du thymus et aux 

polymorphismes de SPINK5 comme facteur prédisposant à la dermatite atopique et à 

l’asthme sont en faveur d’un rôle plus direct de LEKTI dans la régulation de la 

réponse immunitaire. Le troisième objectif de ma thèse porte la caractérisation de la 

réponse immunitaire chez une cohorte de patients atteints du SN. Cette étude inclue 

l’analyse de la polarisation des lymphocytes T, le profil d’expression des cytokines et 

la caractérisation de l’inflammation cutanée de cette maladie. 
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Partie 1 : Identification d’un mécanisme moléculaire 

responsable de l’inflammation cutanée de type allergique 

en absence de LEKTI 

Article 1 : Kallikrein 5 induces atopic dermatitis-like lesions through 

PAR2-mediated thymic stromal lymphopoietin expression in 

Netherton syndrome. 

Cet article porte sur l’identification d’un mécanisme moléculaire original, 

responsable de la mise en place d’un microenvironnement pro-allergique dans la 

peau déficiente en LEKTI. Nous avons démontré qu’en absence de LEKTI, les 

kératinocytes épidermiques murins et humains surexpriment la cytokine pro-Th2 

TSLP et les chimiokines TARC et MDC. Cet événement est secondaire à 

l’hyperactivité de la kallikréine 5 (KLK5) capable d’induire directement la signalisation 

en aval du récepteur PAR2 et d’activer le facteur de transcription NF-κB. Cette 

nouvelle voie de signalisation est directement responsable de la surexpression de 

TSLP mais aussi de molécules pro-inflammatoires (ICAM1, TNFα et IL8) par les 

kératinocytes. A l’aide de kératinocytes primaires humains, nous avons démontré in 

vitro que l’activation de cette voie est indépendante du défaut de barrière cutanée 

causé par l’absence de LEKTI. En effet, TSLP, ICAM1, TNFα et IL8 sont 

surexprimés en condition basale dans les kératinocytes de patients atteint du 

syndrome de Netherton (SN), sans aucun stimulus exogène. Ce mécanisme 

intrinsèque aux kératinocytes déficients en LEKTI est déjà mis en place dans 

l’épiderme des embryons de souris Spink5-/- au jour 19,5 du développement 

embryonnaire. Cette signalisation est responsable du développement d’un 

phénotype inflammatoire dans des greffes de peau Spink5-/-. Après 8 semaines, les 

greffes réalisées sur des souris immunodéficientes (nude), présentent un infiltrat 

inflammatoire composé d’un grand nombre de polynucléaires éosinophiles et de 

mastocytes activées, caractéristiques d’une inflammation de type allergique. Ainsi 

ces résultats démontrent qu’en plus de son rôle dans l’altération de la barrière 

cutanée, l’hyperactivité de la KLK5 dans la peau des patients SN peut induire des 

lésions de type dermatite atopique, indépendamment de l’environnement et du 

système immunitaire adaptatif. Ces travaux illustrent l’importance du contrôle de 
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l’activité protéasique aussi bien dans le maintient de la fonction de barrière cutanée 

que dans la régulation de l’inflammation.  
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The epidermis is a strati�ed epithelium providing 

a �rst line of defense against the harsh external 

environment. The skin also maintains the body’s 

integrity by sequestering the internal milieu and 

impeding transcutaneous water loss through the 

formation of an impermeability barrier. This pro-

tective barrier is conferred by the outermost layer 

of the epidermis, the stratum corneum (SC), 

which results from a �nely regulated terminal cell 

di�erentiation process from the basal layer of the 

epidermis to the granular layers (GRs), through 

the spinous compartment. The SC consists of 

dead and keratin-�lled cells, corneocytes, which 

are attached to each other by corneodesmosomes 

and embedded in a lipid matrix (1–3). Proteolytic 

degradation of corneodesmosomes by epidermal 

proteases leads to the shedding of the most super-

�cial corneocytes (4). This desquamation process 

allows the regulation of the skin thickness. Alter-

ations in these processes, as well as mutations in 

genes encoding proteins involved in terminal dif-

ferentiation, can lead to abnormal strati�cation 

and keratinization, as seen in ichthyoses (5).
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Kallikrein 5 induces atopic dermatitis–like 

lesions through PAR2-mediated thymic 

stromal lymphopoietin expression  

in Netherton syndrome
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Netherton syndrome (NS) is a severe genetic skin disease with constant atopic manifesta-

tions that is caused by mutations in the serine protease inhibitor Kazal-type 5 (SPINK5) 

gene, which encodes the protease inhibitor lymphoepithelial Kazal-type–related inhibitor 

(LEKTI). Lack of LEKTI causes stratum corneum detachment secondary to epidermal prote-

ases hyperactivity. This skin barrier defect favors allergen absorption and is generally  

regarded as the underlying cause for atopy in NS. We show for the !rst time that the 

pro-Th2 cytokine thymic stromal lymphopoietin (TSLP), the thymus and activation-regu-

lated chemokine, and the macrophage-derived chemokine are overexpressed in LEKTI-

de!cient epidermis. This is part of an original biological cascade in which unregulated 

kallikrein (KLK) 5 directly activates proteinase-activated receptor 2 and induces nuclear 

factor B–mediated overexpression of TSLP, intercellular adhesion molecule 1, tumor 

necrosis factor , and IL8. This proin"ammatory and proallergic pathway is independent of 

the primary epithelial failure and is activated under basal conditions in NS keratinocytes. 

This cell-autonomous process is already established in the epidermis of Spink5 /  embryos, 

and the resulting proin"ammatory microenvironment leads to eosinophilic and mast cell 

in!ltration in a skin graft model in nude mice. Collectively, these data establish that un-

controlled KLK5 activity in NS epidermis can trigger atopic dermatitis (AD)–like lesions, 

independently of the environment and the adaptive immune system. They illustrate the 

crucial role of protease signaling in skin in"ammation and point to new therapeutic targets 

for NS as well as candidate genes for AD and atopy.

© 2009 Briot et al. This article is distributed under the terms of an Attribu-
tion–Noncommercial–Share Alike–No Mirror Sites license for the %rst six months 
after the publication date (see http://www.jem.org/misc/terms.shtml). After six 
months it is available under a Creative Commons License (Attribution–Noncom-
mercial–Share Alike 3.0 Unported license, as described at http://creativecommons 
.org/licenses/by-nc-sa/3.0/).
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postnatal mortality, and are probably favored by the severe 

alteration of the skin barrier function.

We previously identi�ed serine protease inhibitor Kazal-type 

5 (SPINK5) as the defective gene in NS (26). SPINK5 en-

codes the multidomain serine protease inhibitor lymphoepi-

thelial Kazal-type–related inhibitor (LEKTI), whose tissue 

distribution pattern is restricted to the most di�erentiated via-

ble layers of strati�ed epithelial tissues and the Hassall’s cor-

puscles in the thymus (27). In the epidermis, LEKTI is mainly 

restricted to the GR. It is expressed as high molecular mass 

precursors, which are rapidly processed into several proteolytic 

fragments secreted in the intercellular space (27, 28). It has 

been shown that LEKTI fragments can e!ciently and speci�-

cally inhibit the epidermal kallikrein (KLK) 5, KLK7, and 

KLK14 (28–30).

Using Spink5 KO mice (Spink5 / ), which faithfully repro-

duce key features of NS (31–33), we deciphered the biological 

functions of LEKTI and identi�ed cutaneous pathophysiologi-

cal pathways of the disease. We showed that epidermal LEKTI 

de�ciency results in KLK5 and KLK7 hyperactivity and dys-

regulation of a new epidermal protease, which is under charac-

terization. These unrestricted protease activities lead to abnormal 

desmosome cleavage in the upper GR, resulting in accelerated 

SC shedding and consequent loss of skin barrier function. This 

work identi�ed LEKTI as a key regulator of epidermal protease 

activity and skin barrier integrity (32).

Because NS patients su�er from severe atopic manifesta-

tions, such as AD, genetic association between SPINK5 single 

nucleotide polymorphisms and severe AD has been tested by 

several groups (34–41). Positive association was found in sev-

eral studies in patients with di�erent ethnical background (34, 

36). Although the skin barrier defect is considered to be the 

key event leading to skin in"ammation and allergy (42), it is 

likely that more speci�c and intrinsic signals could be directly 

induced by SPINK5 /  keratinocytes. In this paper, we there-

fore explored the molecular mechanisms leading to the re-

cruitment of in"ammatory cells in NS skin. We show that in 

LEKTI-de�cient keratinocytes, KLK5 hyperactivity activates 

proin"ammatory signaling, leading to the recruitment of eo-

sinophilic and mast cells, which is reminiscent of AD-like skin 

lesions in NS, independent from skin barrier defect, environ-

mental stimuli, and the adaptive immune system.

RESULTS
Spink5 /  grafted skin reproduces the histological  
and ultrastructural anomalies of NS
As newborn Spink5 /  (KO) mice died a few hours after birth 

(32), total dorsal skin of embryonic day (E) 19.5 embryos was 

grafted on nude mice to analyze the consequences of Spink5 

inactivation in adult skin. 8 wk after grafting, WT skin (WTg) 

presented normal hair development (Fig. 1 A), whereas the 

KO graft was alopecic, scaly, and erythematous (Fig. 1 B). 

Histological analysis showed that WT grafted skin was similar 

to adult WT skin (Fig. 1 C). In contrast, the KO epidermis 

was hyperplastic (acanthosis), with epidermal invaginations in 

the dermis (papillomatosis), and nuclei were seen to persist in 

In this respect, the �lament-aggregating protein FILAG-

GRIN is a key protein that plays an important role in the for-

mation of the barrier function. Recent genetic studies have 

shown that loss-of-function mutations in the gene encoding 

FILAGGRIN underlie ichthyosis vulgaris (6), a very common 

genetic disorder of keratinization. The same FILAGGRIN 

mutations have also been identi�ed as a major risk factor for 

atopic dermatitis (AD) and are strongly associated with asthma 

in AD patients (7, 8). These results linked for the �rst time a 

primary skin disease to systemic allergic manifestations, through 

defective skin barrier function.

AD is a chronic in"ammatory skin disease characterized by 

eczema, pruritus, and cutaneous hyperreactivity to environ-

mental factors that are innocuous to normal nonatopic indi-

viduals (9). AD has a complex etiology that results from 

interactions between environment and several susceptibility 

genes involved in skin barrier function and systemic and local 

immunological responses (10, 11). AD is often the initial step 

in the so-called “atopic march,” which leads to asthma and al-

lergic rhinitis in the majority of a#icted patients (12–14). 

These conditions are all characterized by elevated serum IgE 

levels and peripheral eosinophilia (9). Clinically una�ected 

skin in AD manifests impaired skin barrier function that could 

favor the penetration of microbes and allergens (15), leading to 

the development of cutaneous and systemic allergies through 

activation of antigen-presenting cells such as Langerhans cells 

(LCs) (16). However, keratinocytes are immunologically ac-

tive cells. Indeed, traumatic barrier disruption alone stimulates 

both keratinocyte proliferation and their cytokine and chemo-

kine production (IL-1 , IL-1 , TNF- , and GM-CSF), char-

acteristic features of skin in"ammatory diseases (17, 18). Thus, 

the skin should be considered as an important organ of innate 

immunity. In fact, keratinocytes from lesional skin of AD 

patients express a proallergic cytokine, thymic stromal lympho-

poietin (TSLP). Notably, the local increase of TSLP is directly 

associated with LC activation and migration to skin draining 

lymph node, where they trigger the di�erentiation of naive 

CD4+ T cells into proallergic CD4+ Th2 cells (19, 20). TSLP 

overexpression is also su!cient in mouse skin to induce an in-

"ammatory Th2 microenvironment and an AD-like skin phe-

notype (21). Keratinocytes are therefore important orchestrators 

of the innate immunity through the secretion of a wide range of 

proin"ammatory and proallergic molecules inducing and sup-

porting cutaneous acute and chronic in"ammatory responses.

One of the most severe ichthyoses of children and young 

adults is Netherton syndrome (NS; Online Mendelian Inher-

itance of Man reference number 256500). NS is a rare (1 in 

100,000 newborns) autosomal recessive skin disorder charac-

terized by generalized exfoliative erythroderma, a speci�c 

hair shaft defect (trichorrhexis invaginata) and severe atopic 

manifestations, which distinguish NS from the other ichthy-

oses (22, 23). Indeed, NS patients su�er from recurrent AD 

with elevated serum IgE levels, asthma, and multiple food al-

lergies (24, 25). Bacterial infection, hypernatraemic dehydra-

tion, hypothermia, and extreme weight loss are frequent 

complications during the neonatal period, resulting in high 
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the SC (parakeratosis), which appeared focally detached from 

the GR. In addition, a massive in"ammatory in�ltrate was 

observed in the dermis and the epidermis associated with 

spongiosis in the basal layers (Fig. 1 D). The hair follicles were 

hyperplastic and cystic in KO graft, concordant with the alo-

pecic phenotype (Fig. 1, B and D). Analysis of the di�erentia-

tion program revealed that keratin 14 was only expressed in the 

basal layer of the WT graft epidermis, whereas all layers were 

stained in the KO epidermis (Fig. 1, E and F; and Fig. S5). 

Keratin 10 and involucrin, which are normally expressed in the 

suprabasal and GR of WT epidermis, respectively, extended to 

more profound spinous layers in the KO graft (Fig. 1, G–J; and 

Fig. S5). We previously demonstrated in newborn KO mice 

that premature desmosome cleavage leading to SC detach-

ment was a key event of NS (32). As SC cohesion was also af-

fected in KO graft, desmosomes were examined by electron 

microscopy. Well-structured desmosomes were seen at the 

interface between the GR and the SC (GR-SC) of the WT 

grafted epidermis, whereas asymmetrical split of desmosomes 

was observed in KO graft resulting in the loss of GR-SC co-

hesion and increase of intercellular space (Fig. 1, M and N). The 

desmosomal cadherin desmoglein-1 was not detected in these 

super�cial layers of the KO epidermis (Fig. 1 L and Fig. S5), 

which is in agreement with its degradation as previously de-

scribed in newborn KO mice and NS skin (32, 43). In sum-

mary, the abnormal di�erentiation pattern observed in KO 

graft, together with the desmosomal cleavage, con�rmed that 

the KO grafted skin reproduces all major histological and ul-

trastructural anomalies seen in NS patients skin (43), thus pro-

viding a suitable model to understand the long-term e�ect of 

LEKTI de�ciency in the skin.

Spink5 /  grafted skin shows a marked in"ammatory in!ltrate
Skin in"ammation is one of the major features of NS, and 

Spink5 /  skin grafts exhibited a strong in"ammatory in�l-

trate. Polynuclear eosinophils were observed in the upper der-

mis and in the basal epidermal layer in KO skin graft (Fig. 2, 

A–C). Eosinophilic cells were six times more numerous in 

KO than in WT dermis (Fig. S1). Toluidine blue coloration 

revealed the presence of a high number of mast cells in the 

dermis of KO graft (fourfold increase) compared with WT 

(Fig. 2, D–F; and Fig. S1). Immunodetection of 1-tryptase 

Figure 1. Ichthyosiform phenotype, abnormal differentiation, and 
asymmetrical desmosomal split in Spink5 /  grafted epidermis.  
(A and B) Macroscopic observation of WT (WTg) or Spink5 KO (KOg) mice 

skin 8 wk after grafting on nude recipient mice. (C and D) Hematoxylin/

eosin staining of skin graft cross sections. The KOg epidermis shows hyper-

plasia with papillomatosis (bracket) and spongiosis, nuclei are seen in cor-

neocytes (parakeratosis; arrow), and an in&ammatory in%ltrate is present in 

the dermis (asterisks). Pictures are representative of 14 WT and 17 KO inde-

pendent grafts on nude mice, performed in %ve independent graft series. 

(E–J) Immunohistochemistry of epidermal differentiation markers per-

formed on WTg and KOg grafted skin. (K and L) Desmoglein-1, detected by 

immunohistochemistry in the whole epidermis of WTg, is markedly de-

creased in the GR of KOg epidermis. (M and N) Desmosomes analyzed by 

transmission electron microscopy in the GR-SC intercellular space (red 

arrows). Asymmetrical split desmosomes were observed in KOg epidermis. 

Pictures are representative of two independent experiments, each including 

three WTg and three KOg. HF, hair follicle. Bars: (C and D) 29.4 µm;  

(E–L) 23.5 µm; (M and N) 0.1 µm.
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and active forms (17 kD) of IL-1 , which were detected in 

the KO sample only (Fig. 3 C).

Several studies have identi�ed the proteinase-activated re-

ceptor 2 (PAR2) as a major e�ector of the cutaneous in"amma-

tory response through its proteolytic activation by serine 

proteases (44–46). PAR2 is expressed in keratinocytes, and we 

therefore investigated its possible role in the development of the 

KO graft phenotype by immunohistochemistry analysis. In WT 

epidermis, PAR2 was restricted to the GR, whereas PAR2 

staining was enhanced in the GR and extended to the supra-

basal and basal layers in KO grafted epidermis (Fig. 3, D and E; 

and Fig. S5). The intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1), 

which has been described as a direct target gene of PAR2 acti-

vation (47), was restricted to basal cells in the WT epidermis. In 

the KO grafted epidermis, ICAM1 plasma membrane staining 

was observed from the basal to the GR (Fig. 3, F and G; and 

Fig. S5), suggesting PAR2 activation. Increased expression of 

ICAM1 in KO grafted skin was con�rmed by Western blot 

analysis (Fig. 3 H).

showed that this proin"ammatory protease was detected in 

mast cells in the dermis as well as in the basal and suprabasal 

layers of the KOg epidermis (Fig. 2 H and Fig. S5). Western 

blot analysis con�rmed overproduction of 34-kD 1-tryptase 

monomer in KO grafted skin relative to WT (Fig. 2 I). In 

addition to the protease hyperactivities at 20 and 30 kD, 

which has been previously described in embryos (32), casein 

gel zymography experiments showed a KO graft-speci�c ac-

tivity migrating at 34 kD. This activity was inhibited by leu-

peptin, which is consistent with monomeric 1-tryptase 

activity (Fig. S2, B and C). Collectively, these results support 

mast cells activation and secretion of 1-tryptase in KO 

grafted skin contrary to WT. Our results show that KO 

grafted skin exhibits a massive skin in"ammation in athymic 

nude recipient mice, providing evidence that lack of LEKTI 

in the epidermis alone is su!cient to induce cutaneous in-

"ammation in the absence of mature T lymphocytes.

Spink5 /  grafted epidermis overexpresses  
proin"ammatory mediators
The proin"ammatory cytokine IL-1  is known to be se-

creted by keratinocytes after SC cohesion disruption (18). 

IL-1  immunostaining was scant and localized at the GR-SC 

interface in WT epidermal grafts. In the KO epidermis, IL-1  

staining was increased and extended to the basal and su-

prabasal layers (Fig. 3, A and B; and Fig. S5). Western blot 

analysis con�rmed overexpression of the precursor (31 kD) 

Figure 2. In"ammatory cells in!ltrate in Spink5 /  grafted skin. 
(A–C) Hematoxylin/eosin (HE) staining shows a high number of poly-

nuclear eosinophilic cells (yellow arrows) in the upper dermis and the 

basal layer of KO grafted epidermis (KOg). (D–F) Numerous mast cells are 

colored by Toluidine blue (TB) in KOg dermis (black arrows) contrary to 

WTg dermis. (G–I) Immunohistochemistry staining and Western blotting 

con%rms increased production of the 34-kD 1-tryptase monomer in KOg 

compared with WTg. Three independent stainings were performed on four 

WTg and four KOg. Western blotting is representative of two independent 

experiments, each including two WTg and two KOg. C and F are enlarge-

ments of B and E, respectively. Bars: (A and B) 9.4 µm; (C) 2 µm;  

(D and E) 11.75 µm; (F) 2.5 µm; (G and H) 23.5 µm.

Figure 3. Proin"ammatory mediators in Spink5 /  graft.  
(A and B) IL-1  immunohistochemistry staining is increased in Spink5 /  

grafted epidermis (KOg) compared with WTg. (C) Western blotting reveals the 

presence of high amounts of the proform (31 kD) and active form (17 kD) of 

IL-1  in KOg epidermis. (D–J) Immunohistochemistry experiments on skin 

graft cross sections. (D and E) In WTg epidermis, PAR2 is localized in the GR. 

In KOg, PAR2 staining is increased in the GR and is extended to the basal 

layer. (F and G) ICAM1 is restricted to the basal cells in the WTg epidermis, 

whereas in the KOg it is extended to the membrane of suprabasal and GR 

cells. (H) Western blotting con%rms the increase of ICAM1 expression in KOg 

epidermis. (I and J) TSLP is expressed in all epidermal layers of KOg but is not 

detected in WTg epidermis. Immunostaining panels and Western blotting are 

representative of two independent experiments, each including three WTg 

and three KOg, and two WTg and two KOg, respectively. Bars: (A, B, and D–G) 

11.5 µm; (I and J) 23 µm.
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WT, whereas no variation was detected between WT and KO 

dermis (Fig. 4 M).

ICAM1 immunolocalization was restricted to the membrane 

of basal keratinocytes in WT epidermis, whereas in KO epider-

mis the protein was also expressed at the cell surface of suprabasal 

keratinocytes (Fig. 4, G–I; and Fig. S5). Increased immunostain-

ing was also observed in the dermis of KO mice. These results 

were in accordance with the RT-PCR experiments showing 

Icam1 mRNA overexpression in the epidermis and in the dermis 

of KO embryos (Fig. 4 M). ICAM1 overproduction in KO epi-

dermis was con�rmed by Western blotting analysis (Fig. S3).

Recently, the major role of the epithelial cell–derived 

cytokine TSLP was highlighted in the induction of cutane-

ous allergic in"ammation and in AD epidermis (19), a key 

feature of NS. We therefore analyzed the expression of this 

cytokine in the epidermis of grafted skin. TSLP was not de-

tected in WT grafted epidermis, whereas it was highly ex-

pressed by KO keratinocytes throughout the entire epidermis 

(Fig. 3, I and J; and Fig. S5). Positive cells in the dermis of 

WTg and KOg skin could be unspeci�c but could also cor-

respond to activated mast cells that are known to express 

the TSLP receptor (Fig. 2, B and C; and Figs. S1 and S5). 

These results illustrated that LEKTI-de�cient keratinocytes, 

through the production of proin"ammatory mediators and 

TSLP expression, play a central role in the activation of 

innate immunity.

Spink5 /  mice epidermis at E19.5 exhibits early 
proin"ammatory signals
To investigate whether the in"ammation in KO adult skin 

was the result of an intrinsic property of Spink5 /  epidermis 

and not secondary to environmental stimuli resulting from a 

skin barrier defect, we analyzed skin from KO mice at E19.5. 

Histological analysis of E19.5 KO skin cross section did not 

reveal any epidermal in�ltrate of eosinophilic cells (not de-

picted), nor did it reveal 1-tryptase activity in KO embryo 

(Fig. S2 B), thus excluding the presence of activated mast 

cells at this stage of development.

IL-1  immunostaining was faint and di�use in the supe-

rior layers of the WT epidermis (Fig. 4 A and Fig. S5). In the 

KO epidermis, the staining was more intense and sharp in the 

area of SC detachment (Fig. 4, B and C; and Fig. S5). RT-

PCR analysis con�rmed that Il-1  mRNA expression was 

highly enhanced in the epidermis and the dermis of KO em-

bryos compared with WT (Fig. 4 M).

In addition, we investigated the induction of the proin"am-

matory cytokine TNF- , which is also produced in response to 

cutaneous barrier disruption (17) and tightly associated with in-

"ammatory deviation of the immune response, such as asthma 

and probably allergic in"ammation (48, 49). Despite unsuccess-

ful immunostaining of TNF-  on skin cross sections, we ana-

lyzed its transcriptional expression and showed that Tnf-  

mRNA was strongly overexpressed in the KO epidermis and 

also slightly induced in the dermis of KO embryos compared 

with WT (Fig. 4 M).

To assess whether the PAR2 signaling pathway was acti-

vated at this stage of development, expression and localization of 

the receptor and the product of its target gene ICAM1 were 

studied by immunohistochemistry and RT-PCR analysis. 

PAR2 was detected in suprabasal layers of WT epidermis (Fig. 4 

D and Fig. S5). In KO epidermis, PAR2 staining was increased 

and juxtanuclear. This subcellular localization is consistent with 

the presence of intracytoplasmic vesicles and/or Golgi pool–

containing PAR2 because of its internalization and/or neosyn-

thesis after its activation by epidermal proteases (50) (Fig. 4,  

E and F; and Fig. S5). RT-PCR analysis showed that Par2 mRNA  

was slightly overexpressed in KO epidermis compared with 

Figure 4. Early in"ammatory events in Spink5 /  embryos.  
(A–L) Immunohistochemistry on E19.5 embryos skin cross sections.  

(A–C) IL-1  immunostaining is more intense and sharp in the GR of 

Spink5 KO embryo epidermis (KOe) compared with WT embryo (WTe).  

(D–F) Compared with WTe, PAR2 staining in KOe is increased and juxta-

nuclear in suprabasal keratinocytes. (G–I) In WTe, ICAM1 is restricted to 

the basal keratinocytes and to the dermis, whereas it is extended to su-

prabasal layers in KOe epidermis. (J–L) Contrary to WTe, TSLP staining is 

detected in the suprabasal and GR of KOe epidermis. Immunostaining 

panels are representative of two independent experiments, each including 

three WTe and three KOe. (M) mRNA expression level of Il-1 , Tnf- , Par2, 

Icam1, Tslp, Tarc, Mdc, and Hprt were measured by quantitative RT-PCR 

from WTe and KOe epidermis and dermis. Data are representative of two 

independent experiments in which two WTe and two KOe were analyzed. 

C, F, I, and L are enlargements of B, E, H, and K, respectively. Bars:  

(A, B, D, E, G, H, J, and K) 11.5 µm; (C, F, I, and L) 4.9 µm.

 o
n
 J

u
ly

 3
, 2

0
0

9
 

je
m

.ru
p

re
s
s
.o

rg
D

o
w

n
lo

a
d

e
d

 fro
m

 

Published May 4, 2009



1140 KLK5 MEDIATES AD VIA EPIDERMAL TSLP EXPRESSION IN NS | Briot et al.

Th2 cytokine TSLP and chemokines TARC and MDC, which 

we showed to be overexpressed in LEKTI-de�cient epidermis, 

could be directly up-regulated by hyperactive KLK5.

Addition of recombinant human KLK5 in the conditioned 

medium of normal human primary keratinocytes (NHKs) led 

to an increase of ICAM1 mRNA (mean of �vefold; Fig. 6 A), 

in accordance with previously published data, on NHK 

treated with trypsin (47), suggesting PAR2 cleavage and acti-

vation by KLK5 in our in vitro model. In KLK5-treated 

NHK, TSLP mRNA was signi�cantly increased (mean of 

sevenfold; Fig. 6 A). TSLP overexpression was con�rmed by 

immunocyto"uorescence detection after KLK5 treatment and 

protein secretion blocking with brefeldin A (Fig. S4). Tran-

scripts of the proin"ammatory molecules IL8 and TNF-  

were increased as well, in contrast to IL-1 , TARC, and MDC 

expression, which was not induced by KLK5 (Fig. 6 A). These 

data emphasized the role of KLK5 in cutaneous in"ammation 

by regulating cytokine and chemokine expression in kerati-

nocytes independently of environmental stimuli, in"amma-

tory cells, and skin barrier defect.

To demonstrate a direct role of PAR2 signaling in up-reg-

ulation of these molecules, we knocked down PAR2 mRNA 

Finally, TSLP was highly expressed in the KO embryonic 

epidermis compared with WT (Fig. 4, J–L; and Fig. S5). TSLP 

immunolocalization appeared to be cytoplasmic and extracel-

lular, suggesting that it was secreted by KO keratinocytes. 

mRNA analysis con�rmed the absence of Tslp transcripts in 

WT skin and a marked overexpression in the epidermis of 

E19.5 KO mice (Fig. 4 M).

We also analyzed the expression of two pro-Th2 chemo-

kines, thymus and activation-regulated chemokine (Tarc; Ccl17), 

which was found to be up-regulated in Tslp-transgenic mice 

skin (21), and macrophage-derived chemokine (Mdc; Ccl22). These 

two chemokines are known to preferentially attract CCR4+ 

Th2 cell (51). In the epidermis and the dermis of E19.5 KO 

mice, Tarc and Mdc were overexpressed at the transcriptional 

level (Fig. 4 M).

These results established that proin"ammatory and Th2-

polarizing mediators were overexpressed as early as E19.5 in 

the KO epidermis and could be secondary to PAR2 activa-

tion. These in utero events appear to be essential in explain-

ing the in"ammatory changes observed in the adult KO skin. 

These observations in Spink5 /  embryos support the notion 

that LEKTI-de�cient epidermis has the intrinsic property of 

inducing a proin"ammatory cascade, even in the absence of 

immune cell in�ltrate and environmental stimuli.

The pro-Th2 cytokine TSLP is overexpressed in the skin  
of NS patients
TSLP immunodetection on skin cross sections from two 

healthy controls (healthy 1 and 2) and four NS patients (NS1–

NS4) revealed that the pro-Th2 cytokine was overexpressed in 

the patient skin, in accordance with the result obtained in 

Spink5 /  mice epidermis (Fig. 5). In healthy control skin, no 

signal was detected in the epidermis (healthy 1 and 2). In NS 

patient epidermis, a cytoplasmic gradient of TSLP staining was 

observed from the granular to the spinous layer, the intensity of 

which was di�erent between individuals (Fig. 5). Some 

patients also exhibited a dermal staining (NS1 and NS3) that 

could correspond to immune cell in�ltrates (Fig. 5), possibly 

mast cells, or to unspeci�c staining of dermal structures as ob-

served in mouse isotype control panel (Fig. S6 A). These results 

con�rmed TSLP overproduction in LEKTI-de�cient human 

skin and showed additional similarity with AD skin that could 

account for the recurrent atopic manifestations in NS.

KLK5 up-regulates TSLP and proin"ammatory mediator 
expression through PAR2 and NF- B signaling  
in human keratinocytes
We next hypothesized that protease hyperactivity could lead 

to overexpression of proin"ammatory mediators. Indeed, 

KLK5, but not KLK7, has previously been shown to cleave 

and activate PAR2 (52). Therefore, the unregulated KLK5 

observed in NS and in Spink5 /  mice could induce a proin-

"ammatory cascade independently of external stimuli.

We analyzed two target genes of PAR2 activation in 

cultured keratinocytes, ICAM1 (47) and the chemokine IL8 (53). 

In addition, we assessed whether IL-1 , TNF- , and the pro-

Figure 5. Overexpression of TSLP in skin of NS patients. Immuno-

&uorescence experiments performed on skin cryosections using anti-TSLP 

antibody (green). TSLP expression is not detectable in two healthy control 

skins but, in contrast, this cytokine is strongly expressed in the skin of 

four NS patients (NS1–NS4). The signal is cytoplasmic in the granular 

keratinocytes and decreases through the spinous layers. The pictures are 

representative of two independent experiments in which two healthy and 

four NS patients were included. Dashed white lines represent epidermis/

dermis junction. Blue staining (DAPI) indicates nuclei. Bars, 11.5 µm.
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(47). Moreover, this treatment also strongly reduced KLK5 

e!ciency in inducing TSLP, IL8, and TNF-  transcription 

(mean of 81, 59, and 40% decrease, respectively; Fig. 6 C). 

Collectively, these in vitro experiments showed that KLK5 

can directly induce cutaneous in"ammation through PAR2 

and NF- B pathway activation, leading to up-regulation of 

TSLP, IL8, and TNF-  mRNAs.

KLK5 hyperactivity induces TSLP overexpression  
in keratinocytes from NS patients
Positive staining of TSLP in NS skin (Fig. 5), together with in 

vitro data, supports the hypothesis that, in LEKTI-de�cient ke-

ratinocytes, unregulated proteases can directly induce cytokine 

and chemokine secretion, including TSLP. To rule out indirect 

e�ects of epidermal barrier dysfunction and immune cells on 

TSLP expression, keratinocytes from three di�erent NS patients 

(NSK) were cultivated under the same experimental conditions 

as NHK from three di�erent healthy controls. TSLP mRNA 

quanti�cation revealed that expression of this cytokine was sig-

ni�cantly enhanced in NSK compared with NHK in baseline 

conditions in vitro (mean of �vefold; Fig. 7 A). ICAM1, IL8, 

and TNF-  mRNAs were also increased in NSK in compari-

son to NHK, although no variation was observed for IL-1  

(Fig. 7 A). Expression of TARC and MDC mRNAs was also 

enhanced in NSK compared with NHK (Fig. 7 A), even though 

these two genes encoding chemokines may not be direct target 

genes in the KLK5–PAR2 pathway (Fig. 6 A).

Except for TSLP, the other proin"ammatory and pro-

Th2 molecules were overexpressed in two out of three NSK 

compared with NHK (Fig. 7 A). This could re"ect interindi-

vidual variations caused by multiple transcriptional regulations 

in a LEKTI-de�cient context.

Immunofluorescence experiments on keratinocytes 

treated with brefeldin A con�rmed that TSLP was produced 

at high level in NSK compared with NHK (Fig. 7 B). All 

these results con�rm that production of TSLP arise from an 

intrinsic property of SPINK5 /  cells.

To con�rm that unregulated KLK5 secreted by keratino-

cytes could be directly responsible for TSLP and proin"am-

matory molecule overexpression, NSKs were transfected with 

siRNA against KLK5. Down-expression of KLK5 mRNA 

and decreased synthesis of the protein were veri�ed by quan-

titative RT-PCR in NSK (Fig. 7 C) and Western blot analysis 

on the conditioned medium and were quanti�ed by ELISA 

assay (Fig. 7 D). The amount of the protease in the condi-

tioned medium of NSK transfected with KLK5 siRNA was 

signi�cantly decreased compared with control siRNA at 48 h 

(26 vs. 46 pg/µl) and 72 h (118 vs. 382 pg/µl). Concomi-

tantly, TSLP expression was reduced by 42 and 54% at 48 and 

72 h after transfection, respectively (Fig. 7 E). However, 

down-regulation of KLK5 in NSK was associated with a less 

e!cient decrease of IL8 and TNF-  mRNAs and had little 

e�ect on ICAM1 mRNA expression (Fig. 7 E). The residual 

amount of TSLP mRNA and the weak e�ect on ICAM1, 

IL8, and TNF-  transcripts observed in NSK transfected with 

KLK5 siRNA could be the result of uncompleted knockdown 

using siRNA in NHK and applied a KLK5 on these cells. The 

PAR2 mRNA knockdown was con�rmed by quantitative 

RT-PCR (56% decreased; Fig. 6 B). In these conditions, 

ICAM1 stimulation by KLK5 was signi�cantly reduced (mean 

of 55% induction relative to control siRNA), con�rming that 

the signaling pathway initiated by PAR2 cleavage was a�ected 

(Fig. 6 B). KLK5 was also considerably less e!cient in induc-

ing TSLP mRNA expression (mean of 48% induction relative 

to control siRNA) as well as IL8 and TNF-  transcripts. Pre-

vious studies have shown that up-regulation of ICAM1 by 

PAR2 signaling was mediated by NF- B pathway (47). More-

over, a functional NF- B binding site was previously identi-

�ed in the TSLP promoter in airway epithelial cells (54, 55). 

We therefore assessed the involvement of NF- B signaling in 

TSLP, IL8, and TNF-  up-regulation by KLK5 using BAY11-

7082, a speci�c inhibitor of the NF- B pathway. Pretreat-

ment of NHK with BAY11-7082 decreased the e�ect of 

KLK5 on ICAM1 mRNA expression (mean of 70% decreased; 

Fig. 6 C), which is in accordance with already published data 

Figure 6. KLK5 up-regulates TSLP and proin"ammatory molecules in 
keratinocytes. (A) NHKs were stimulated with 400 nM of recombinant KLK5 

for 3 h. TSLP, ICAM1, IL8, and TNF-  transcripts are increased by seven-, %ve-, 

four-, and %vefold, respectively. No difference was observed for IL-1 ,  

TARC, and MDC (n = 5). (B) NHK transfected with 60 pmol PAR2 siRNA and 

stimulated with KLK5 showed PAR2 mRNA down-regulation (by 56%) 4 d 

after transfection. In PAR2 siRNA-transfected cells, KLK5 is less ef%cient in 

inducing TSLP, ICAM1, IL8, and TNF-  mRNA (48, 55, 60, and 62% of control, 

respectively; n = 4). (C) In cells treated with 10 µM NF- B pathway inhibitor 

(BAY11-7082), KLK5 ef%ciency to up-regulate TSLP, ICAM1, IL8, and TNF-  

mRNA is decreased by 81, 70, 59, and 40%, respectively (n = 3). For each 

experiment, the mRNAs of interest were measured by quantitative RT-PCR. 

Each point is the mean of triplicate ampli%cation for at least three indepen-

dent experiments (n). *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.
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These results highlight for the �rst time KLK5’s direct role in 

TSLP up-regulation in NSK, which is independent of external 

stimuli including environment, microorganism penetration, or 

immune cell activation. KLK5 also induced the production of 

other in"ammatory molecules that probably maintain and aggra-

vate the proin"ammatory microenvironment in the a�ected skin 

and favor a pro-Th2 microenvironment.

DISCUSSION
The recurrent atopic manifestations, which are constantly as-

sociated with NS, are generally regarded as resulting from pre-

mature SC detachment facilitating allergen penetration and 

inducing stress signal on keratinocytes. In this paper, we pro-

vide evidence that the epidermis plays a major and direct role 

in the modulation of the immune response. We show that in 

baseline culture conditions, keratinocytes from NS patients se-

crete major proin"ammatory (ICAM1, IL8, and TNF- ) and 

Th2-polarizing (TSLP, TARC, and MDC) mediators in the 

absence of any external stimulation, thus excluding any e�ect 

of skin barrier disruption and/or pathogen and allergen pene-

tration. We demonstrate for the �rst time the direct role of 

KLK5 hyperactivity in initiating a proallergic signaling cascade 

through PAR2 receptor cleavage and NF- B pathway activa-

tion, which results in ICAM1, IL8, TNF- , and TSLP over-

expression in keratinocytes (Fig. 8). This study disclosed a new 

role for KLK5 in skin in"ammation and in the induction of  

allergic in"ammatory actors. Therefore, KLK5 represents a 

major epidermal speci�c protagonist, which initiates TSLP 

overexpression without contribution of the adaptive immune 

system. In addition, the pro-Th2 mediators TARC and MDC 

were overexpressed in keratinocytes from NS patients inde-

pendently of KLK5 and PAR2 activation. This up-regulation 

could be promoted by other uncontrolled proteases, such as 

KLK7 or KLK14 and/or secreted factors in the medium, sus-

taining the induction of multiple signaling pathways in LEKTI-

de�cient skin. These results provide evidence that the activation 

of this biological cascade leading to cutaneous in"ammation in 

NS is an intrinsic property of LEKTI-de�cient keratinocytes, 

i.e., is a cell-autonomous process.

Analysis of Spink5 KO epidermis in E19.5 embryos re-

vealed that this KLK5 biological cascade is an early event and, 

consequently, is relevant in vivo. In Spink5 /  skin, no in"am-

matory in�ltrate could be observed in WT and KO epidermis, 

whereas the proin"ammatory (Icam1, Il-1 , and Tnf- ) and 

pro-Th2 (Tslp, Mdc, and Tarc) molecules were already over-

produced (Fig. 4). In addition, these molecules were induced 

in embryos that had been delivered by caesarian from gestate 

females maintained in a pathogen-free environment. That sup-

ports a major and direct role of KO keratinocytes in sensing 

and promoting in"ammatory signal rather than the absorption 

of allergen by epidermal LC precursors (56), which in this con-

dition will probably not encounter foreign particles.

Interestingly, we showed that the intracellular pool of 

PAR2 was increased in the more di�erentiated layers of the 

E19.5 KO epidermis and colocalized with TSLP and hyper-

active KLK5 in the upper layers of the KO epidermis (28, 43). 

of KLK5 mRNA but could also be the result of the activation 

of PAR2 by other hyperactivated proteases, such as KLK14 

(52) and/or other signaling pathway induction.

Figure 7. TSLP and proin"ammatory molecules are induced by 
KLK5 in keratinocytes of NS patients. (A) Quantitative RT-PCR on cul-

tured primary keratinocytes reveals that TSLP is signi%cantly overexpressed 

by %vefold in three NS patients (NSK) compared with three healthy con-

trols (NHK). ICAM1, IL8, TNF- , TARC, and MDC mRNA are overexpressed in 

two out of three NSKs but not IL-1  mRNA. Each point represents the 

mean of two independent experiments for each individual. *, P < 0.05.  

(B) NHK and NSK were treated with 10 µg/ml brefeldin A, and TSLP was 

detected by immuno&uorescence (green). Blue staining is DAPI. Pictures 

are representative of two independent brefeldin A treatments, each real-

ized on two NHKs and two NSKs. (C and D) NSKs were transfected with 

KLK5 siRNA and its ef%cient down-regulation was con%rmed by quantita-

tive RT-PCR, Western blotting (laminin 5 used as loading control), and 

ELISA, 48 and 72 h after transfection. Results are representative of three 

independent experiments. (E) KLK5 knockdown induces a decrease of TSLP 

measured by quantitative RT-PCR. ICAM1, IL8, and TNF-  mRNAs were less 

ef%ciently reduced. Data are the mean ± SD of one experiment, which is 

representative of three independent experiments. Bars, 49 µm
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worsening of the cutaneous phenotype observed in LEKTI-

de�cient adult skin.

The Spink5 /  skin grafts exhibit a marked in"ammatory 

in�ltrate in the absence of T cell–mediated immunity. This 

in"ammatory in�ltrate was essentially composed of polynu-

clear eosinophilic cells and activated mast cells that are usually 

present in allergic response. Interestingly, these features were 

associated neither with infection nor with the presence of 

mature T cells, as skin grafts were performed on athymic 

nude mice. It is of interest to note that elimination of T lym-

phocytes in K5-Tslp mice by crossing with TCR- –de�cient 

mice does not a�ect eosinophilic and mast cell skin in�ltra-

tion (21), as observed in Spink5 KO grafted skin. These data 

support the notion that, in our model, TSLP-mediated skin 

in"ammation mainly involves the innate immune system and 

that this cytokine may directly recruit and activate mast cells 

that express TSLP receptor (59). TSLP, synergistically with 

IL-1  and TNF- , stimulates the production of pro-Th2  

cytokines by activated mast cells (59). Massive production of 

active 1-tryptase by activated mast cells in Spink5 /  grafted 

skin could also directly participate in the inflammatory  

response and favor a Th2-permissive microenvironment 

Therefore, these early events observed in utero con�rmed 

that deregulated KLK5 in the upper GR layers initiates the 

proin"ammatory response through PAR2 cleavage and TSLP 

production in vivo.

IL-1  was also increased in the epidermis of Spink5 /  

embryos in contrast to primary keratinocytes from NS patients 

in culture. Nonetheless, IL-1  overexpression in Spink5 /  

embryos epidermis is likely to be a consequence of SC detach-

ment that is already present before birth (17). IL-1  can be 

proteolytically activated by KLK7 (57), which is hyperacti-

vated in Spink5 /  skin (32). Thus, this protease could partici-

pate in the in"ammatory process in our model as observed in 

KLK7 transgenic mice (58).

These proin"ammatory mediators already in place at a 

late developmental stage (E19.5) in the epidermis of KO em-

bryos could contribute to the ampli�cation of the proallergic 

microenvironment. In a context of immunocompetent mice, 

TARC and MDC could lead to the recruitment of Th2 

CCR4+ cells at the site of in"ammation (51). In addition, 

IL-1  and TNF-  overexpression in Spink5 /  epidermis 

may induce TSLP expression in keratinocytes (19, 54) and 

attract innate immune cells. These processes could explain 

Figure 8. KLK5 triggers proin"ammatory and proallergic microenvironment independently of external stimuli. Lack of KLK5 inhibition by LEKTI 

initiates proin&ammatory and proallergic cascades independently of environmental factors. In LEKTI-de%cient keratinocytes, hyperactive KLK5 directly 

induces TSLP, IL8, and TNF-  overexpression through PAR2 and NF- B pathway activation. Unregulated KLK5 also degrades desmosomes at the interface 

between the GR and the SC leading to defective SC adhesion and IL-1 , IL8, and TNF-  secretion by mechanically stressed keratinocytes. In addition, all 

these cytokines could induce TARC and MDC chemokines secretion by keratinocytes and dermal %broblasts. These proin&ammatory mediators trigger 

eosinophilic and mast cell recruitment and activation. TSLP has been reported to activate resident LCs, which migrate to draining lymph nodes and pro-

mote the differentiation of naive T cells (Th0) into Th2 cells. Collectively, activated keratinocytes together with eosinophilic and mast cells induce pro-Th2 

microenvironment favoring the development of an AD-like phenotype.
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jury. This new physiological pathway could also explain why 

the eczematous skin lesions in infants often start in the absence 

of speci�c IgE antibodies, indicating that IgE sensitization 

may occur secondary to eczema. This new mechanism, which 

is based on the control of epidermal serine protease activity, 

could be considered to be additional genetic regulation in-

volved in AD.

MATERIALS AND METHODS

Skin sample and dermis/epidermis separation technique. This work 

was approved by the Commission de Génie Génétique (23 November 2003, 

agreement number 3987) and by the Local Ethical Committee (DEC 04005). 

All experiments were done in accordance with the relevant guidelines and 

regulations. Mice embryos were delivered by caesarean at E19.5.

For RNA analysis, dermis/epidermis separation was performed by incu-

bating total dorsal skin into phosphate bu�er saline containing 2.4 mg/ml 

dispase II (Roche) overnight at 4°C. For protein analysis, skin was incubated 

in PBS at 56°C for 45 min.

Skin grafting. Total dorsal skin from E19.5 mice was transplanted onto 

nude mice using the skin "ap technique (67) and analyzed after 8 wk.

Histological and immunohistochemical analysis. Skin samples were 

�xed in 10% formalin and embedded in para!n or directly frozen at 80°C 

in Tissue-Tek O.C.T. (Sakura). 4-µm sagittal sections were stained with 

hematoxylin/eosin or Toluidine blue for histological examination.

For antigen retrieval, para!n-embedded cross sections were boiled in  

1 mM of citrate bu�er, pH 6, for 20 min or treated with S1700 solution 

(Dako) for 45 min for Desmoglein-1 immunodetection. Skin cryosections 

were �xed with acetone for 10 min. Immunodetection was performed using 

appropriate horseradish peroxidase (HRP; diaminobenzidine)–conjugated 

polymers (EnVision system; Dako) or Alexa Fluor 488–coupled secondary 

antibody (Invitrogen).

Each NS patient was a homozygote or a compound heterozygote for 

SPINK5 mutations, leading to the absence of detectable LEKTI on immuno-

histochemical analysis of skin sections as previously described (27). Informed 

consent was obtained from the patients. This study was approved by the 

medical ethical committee of the Purpan Hospital in Toulouse. The study 

was conducted in compliance with the ethical principles of the Declaration 

of Helsinki.

Transmission electron microscopy analysis. WT and Spink5 /  grafted 

skin samples were prepared as described previously (32).

Western blotting. Epidermises were crushed in protein extraction bu�er 

(150 mM NaCl, 50 mM Tris HCl, pH 8, 5 mM EDTA, pH 8, 0.1% Non-

idet-P40, and protease inhibitor cocktail tablets [Complete; Roche]) with 

Ultra-Turrax. Equal amounts of soluble protein were added to Laemmli bu�er 

(62.5 mM Tris HCl, pH 6.8, 5% -mercaptoethanol, 2% SDS, 10% glycerol, 

and 0.002% bromophenol blue). Samples were separated by SDS-PAGE and 

transferred onto Hybond-C extra membrane (GE Healthcare). For mouse 

1-tryptase detection, samples in acetic acid bu�er were used. Total amount 

of protein was quanti�ed by Bradford assay before gel migration and then by 

coomassie blue staining of SDS-PAGE gel and measurement of the intensity 

of every band with Image software (version 1.63; National Institutes of 

Health; Fig. S2). To quantify secreted KLK5 and Laminin 5, 20 µl of kerati-

nocyte conditioned medium was used.

Quantitative real-time PCR. Total RNA from mouse dermis and epi-

dermis and human keratinocytes, were isolated using the RNeasy mini kit 

(QIAGEN). Complementary DNA synthesis from 2–3 µg of total RNA was 

performed using SuperScript III First-Strand Synthesis system (Invitrogen).

Quantitative real-time PCR was realized on an ABI prism 7000 Sequence 

Detection system (Applied Biosystems) using qPCR MasterMix Plus SYBR 

through PAR2 activation on mast cells (60), dendritic cells 

(61), and eosinophils (62, 63). In addition, in an immune-

competent system, TSLP has the potential to activate den-

dritic cells and epidermal LCs in particular, triggering the 

generation of proallergic CD4+ Th2 cells (19, 20, 64).

Our present results established that Spink5 /  epidermis 

by itself induces a cutaneous in"ammatory response and the 

synthesis of proallergic mediators. This new mechanism could 

account for atopic manifestations in NS patients and is concor-

dant with TSLP overproduction in the epidermis of NS 

patients (Fig. 5) who display KLK5 and PAR2 deregulation 

(43). Thus, TSLP provides an important link between the ab-

sence of LEKTI protease inhibitor and the AD-like phenotype 

constantly seen in NS patients. This notion supports the possi-

bility that SPINK5 could play a role in atopic disease. Several 

studies have reported signi�cant genetic association of SPINK5 

polymorphisms with AD in di�erent populations (34–38), 

whereas other studies did not con�rm these results (39–41). 

This suggests that SPINK5 genetic variations may account, to 

some extent, for predisposition to AD in some patients, de-

pending on other genetic and/or environmental factors.

Therefore, expression of TSLP, TARC, and MDC by 

LEKTI-de�cient keratinocytes could initiate and amplify the 

skin atopic in"ammation as well as the systemic allergic re-

sponse of NS patients. The abundant and epidermally restricted 

TSLP secretion could induce an AD-like phenotype associated 

with elevated serum levels of IgE, as illustrated in Tslp skin-

speci�c transgenic mice (21, 65). Thereby, the e�ect of LEKTI 

de�ciency on triggering PAR2 signaling could be a primary 

event inducing atopic manifestations in NS before skin barrier 

defect. In parallel, as the result of protease hyperactivities, FIL-

AGGRIN is also decreased (agranulosis) and the SC is often 

detached from the underlying cell layers in the epidermis of NS 

patients (43). Both anomalies impair skin barrier and favor al-

lergen and pathogen penetration in NS epidermis, thus con-

tributing to the aggravation of the atopic phenotype.

These results identify KLK5 as a major actor in NS be-

cause up-regulation of this protease has a direct e�ect on pro-

in"ammatory signaling and on skin barrier disruption, both 

of which contribute to the development of atopic manifesta-

tions in NS. KLK5 and all the highlighted actors in this study 

constitute attractive candidates for therapeutic intervention, 

which are upstream from the IgE response and independent 

of allergen exposure. These new approaches based on block-

ing this biological cascade initiated in the epidermis could 

improve not only the allergic manifestations but also the skin 

barrier defect of NS patients. In addition, the results point 

out the importance of the control of protease/protease in-

hibitor balance in skin barrier function and in immune re-

sponse orientation.

An emerging hypothesis regarding asthma and AD is that 

they are epithelial diseases initiated by the epithelial cells 

themselves through the production of TSLP (66). In the pres-

ent study, we have identi�ed a mechanism leading to the pro-

duction of the major pro-Th2 cytokine TSLP by skin epithelial 

cells, despite the absence of microbe products or physical in-
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Briot et al., http://www.jem.org/cgi/content/full/jem.20082242/DC1

Supplemental materials and methods
Casein gel zymography.

Epidermis from E19.5 embryos and grafted skin were crushed in 1 M of acetic acid. Protease extraction and casein gel zymography assay were performed as 

previously described (Hewett, D.R., A.L. Simons, N.E. Mangan, H.E. Jolin, S.M. Green, P.G. Fallon, and A.N. McKenzie. 2005. Hum. Mol. Genet. 14:335–

346). 0.1 mM leupeptin (Euromedex) was added in the sample before and after electrophoresis.

Figure S1. In�ammatory cells in Spink5 /  grafted skin. Eosinophilics cells and mast cells were counted per surface unit in WT (WTg) and Spink5 KO 

(KOg) grafted dermis. Eosinophilic and mast cells were increased by six- and fourfold, respectively, in Spink5 /  skin compared with WT. For each animal, 

10 microscopic !elds were analyzed. Results represent means  SD. Data are representative of two independent experiments, each including two WT and 

two KO grafted skins. ***, P < 0,001.
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Figure S2. 1-tryptase hyperactivity in Spink5 /  graft. (A) Loading control of 1-tryptase Western blotting in WT (WTg) and Spink5 /  (KOg) grafted 

skin. Equal amounts of proteins extracted in acetic acid from WT and KO grafts were stained with Coomassie blue, and the intensity of detected bands 

was quanti!ed by ImageJ software (version 1.63; National Institutes of Health). Western blotting is representative of three independent experiments, each 

including two WTg and two KOg. (B) Epidermal samples of WT and Spink5 /  embryos or grafted skin were analyzed on casein gel zymography at pH 8. 

Two major bands, at 20 kD, corresponding to KLK7, and around 30 kD, relative to the comigrated KLK5 and unknown protease activities, were detected in 

the WT graft. These activities were increased in the KO graft and an additional activity was detected at 34 kD. The results are representative of four inde-

pendent experiments including at least two WTg and two KOg. (C) Inhibition test in the presence (+) of 0.1 mM leupeptin induces a decrease of the 30- 

and 34-kD band intensity. The data represent two independent experiments in which two WTg and two KOg were analyzed.

Figure S3. Early proin�ammatory signals in Spink5 /  skin embryos. Western blot analysis on WT (WTe) and Spink5 /  (KOe) protein extracts con!rms 

ICAM1 increase in Spink5 /  embryo skin. -actin was used as a loading control. Western blotting is representative of two independent experiments each 

including two WTe and two KOe.
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Figure S4. KLK5-induced TSLP overexpression in NHK. NHKs were treated with 400 nM of recombinant KLK5, and protein secretion was blocked using 

10 µg/ml brefeldin A. Cells were !xed and stained with anti-TSLP antibody (green). Blue staining (DAPI) indicates nuclei. The number of TSLP-positive cells 

and #uorescence intensity increased after KLK5 treatment compared with untreated cell (counted on six !elds for each; 45 vs. 15% of stained cells), 

which is consistent with overexpression of TSLP at the protein level. The distinct patterns of cytoplasmic TSLP staining (punctuated vs. diffuse and in-

tense) could result from differences in brefeldin A blockage, differentiation state, and/or PAR2 expression in keratinocytes. Pictures presented are repre-

sentative of three independent experiments. Bars, 49 µm

Figure S5. Control antibody for the immunohistochemistry experiments. Immunohistochemistry on skin cross sections from WT and Spink5 /  (KO) 

E19.5 embryo and grafts, using rabbit or goat control antibody. Each result is representative of three independent experiments including at least one WT 

and one KO graft or embryo. Bars, 11.5 µm.
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4 

Figure S6. Control antibody for the immuno�uorescence experiments. (A) Immuno#uorescence experiment performed on skin cross sections from an 

NS patient and a healthy control (healthy), using mouse IgG2a isotype control antibody. Results are representative of two independent experiments in 

which two healthy and four NS skins were analyzed. Bars, 11.5 µm. (B) Immuno#uorescence experiment performed on keratinocytes from an NS patient 

using rabbit control antibody. Blue staining (DAPI) indicates nuclei. Immunostaining experiments with the rabbit control antibody were repeated in three 

independent experiments on NS keratinocytes. Bar, 49 µm
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Table S1. Primary antibodies

Target protein Ig Type (clone) Application Purchased from

Mouse 1-tryptase Goat IgG WB and IHC R&D Systems

Mouse ICAM1 Goat IgG IHC R&D Systems

Mouse TSLP Goat IgG IHC R&D Systems

Human and mouse PAR2 Rabbit IgG IHC Novus Biologicals

Mouse IL-1 Goat IgG WB and IHC Abcam

Human KLK5 Rabbit IgG WB Abcam

Mouse KLK10 Rabbit IgG IHC Covance

Mouse KLK14 Rabbit IgG IHC Covance

Mouse involucrin Goat IgG IHC Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Mouse desmoglein 1 Rabbit IgG IHC Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Human TSLP Rabbit IgG ICF Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Human TSLP Mouse IgG2a (258136) IF R&D systems

Human laminin 5 Mouse IgG1 (P3H9-2) WB Millipore

Rabbit Ig control Rabbit Ig IHC and ICF Invitrogen

Goat IgG control Normal goat IgG IHC Invitrogen

Mouse isotype control Mouse IgG2a and IF BD

WB, Western blotting; IHC, immunohistochemistry; ICF, Immunocyto#uorescence; IF, immuno#uorescence.

Table S2. Primer sequences for murine and human cDNA ampli!cation

Target cDNA Forward sequence (5 –3 ) Reverse sequence (5 –3 ) Amplicon size

bp

Mouse Hprt CTGGTTAAGCAGTACAGCCCCAA CGAGAGGTCCTTTTCACCAGC 65

Mouse Il-1 GGGCCTCAAAGGAAAGAATC TACCAGTTGGGGAACTCTGC 183

Mouse Tslp CGACAGCATGGTTCTTCTCA CGATTTGCTCGAACTTAGCC 170

Mouse Icam1 AGGGCTGGCATTGTTCTCTA CTTCAGAGGCAGGAAACAGG 158

Mouse Par2 TCTCTGCACCAATCACAAGC CTTAGCCTTCTTGCCAGGTG 217

Mouse Tnf- CCCCAAAGGGATGAGAAGTT CACTTGGTGGTTTGCTACGA 132

Mouse Tarc AGTGGAGTGTTCCAGGGATG CTGGTCACAGGCCGTTTTAT 193

Mouse Mdc TTCTTGCTGTGGCAATTCAG GCAGGATTTTGAGGTCCAGA 140

Human HPRT GCCCTGGCGTCGTGATTAGT AGCAAGACGTTCAGTCCTGTC 136

Human TSLP GAGTGGGACCAAAAGTACCG TGGGCACCAGATAGCTAAGG 169

Human PAR2 TGATTTACATGGCCAATCTG ACCCAATACCTCTGCACACT 196

Human ICAM1 ACCGGAAGGTGTATGAACTG AGCGTAGGGTAAGGTTCTTG 180

Human KLK5 AGTCAGAAAGGTGCGAGGA TAATCTCCCCAGGACACGAG 155

Human IL-1 GGACAAGCTGAGGAAGATGC TCGTTATCCCATGTGTCGAA 120

Human IL8 AAGAAACCACCGGAAGGAAC ACTCCTTGGCAAAACTGCAC 123

Human TNF- AGCCCATGTTGTAGCAAACC TGAGGTACAGGCCCTCTGAT 134

Human TARC AGCCATTCCCCTTAGAAAGC CTGCCCTGCACAGTTACAAA 90

Human MDC CGCGTGGTGAAACACTTCTA GCTCTTCATTGGCTCAGCTT 146
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Partie 2 : Rôle de PAR2 dans le développement de 

l’inflammation secondaire à l’absence de LEKTI 

Article 2: PAR2, is as sensor of protease hyperactivity which 

induces early proallergic signal in Spink5-deficient mice. 

Dans cet article, nous avons étudié le rôle de PAR2 dans le développement 

du phénotype inflammatoire des souris Spink5-/-. Pour cela nous avons obtenu, par 

croisement, des souris double knockout Spink5-/-/Par2-/- (DKO).  Dès la naissance les 

souris DKO reproduisent le phénotype cutané des souris Spink5-/-. Parmi ces 

anomalies, les DKO présentent une érosion cutanée semblable à celle observée 

chez les nouveau-nés Spink5-/-. Malgré la persistance du décollement de la couche 

cornée chez les DKO, TSLP n’est pas détectable dans leur épiderme au jour 19,5 du 

développement embryonnaire, confirmant le rôle de PAR2 dans l’induction de cette 

cytokine pro-Th2 in vivo. L’analyse transcriptionnelle des gènes cibles de la voie 

KLK5-PAR2 confirme la diminution de l’expression de Tslp et de Tnfα dans les DKO 

par rapport aux Spink5-/-. L’expression de Icam1 n’est quant à elle pas 

significativement différente entre ces 2 animaux suggérant la mise en jeu d’autres 

mécanismes secondaires à l’absence de LEKTI. Afin de déterminer si l’absence de 

PAR2 dans un contexte de déficience en LEKTI est suffisante pour reverser le 

phenotype inflammatoire de la peau adulte Spink5-/-, nous avons greffé la peau des 

DKO sur des souris immunodéficientes (nude). Après 6 semaines, les greffes DKO et 

Spink5-/- apparaissent identiques. Elles sont alopéciques, érythémateuses et 

recouvertes de squames épaisses. L’étude histologique révèle la présence d’un 

infiltrat inflammatoire composé de polynucléaires éosinophiles et de mastocytes dans 

les deuxcas. Néanmoisn, les mastocytes sont moins nombreux dans les greffes DKO 

comparés aux Spink5-/-. L’absence de PAR2 n’est cependant pas suffisant pour 

inhiber à long terme le phénotype inflammatoire en l’absence de LEKTI. Bien que la 

signalisation pro-allergique soit inhibée pendant les premiers jours de vie des DKO, 

le défaut de barrière cutané persistant pourrait participer au développement de 

l’inflammation cutanée. Ainsi la voie KLK5-PAR2-TSLP pourrait être considérée 

comme un mécanisme précoce pouvant rendre compte du développement d’une 

dermatite atopique intrinsèque, sans exposition à un allergène. Le défaut de barrière 
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cutanée pourrait quant à lui favoriser le développement de lésion de type dermatite 

atopique extrinsèques. 
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Letter to the editor- J Invest Dermatol 

PAR2 is a sensor of protease hyperactivity which induces early proallergic 

signal in Spink5-deficient mice. 

The epidermis provides the first barrier protecting the body against penetration of 

harsh agents from the environment. Skin injury, danger signal and epidermal barrier 

dysfunction lead to complex mechanisms triggering activation of keratinocytes which 

express and secrete a wide range of proinflammatory molecules (Nickoloff et al.

1994). Loss of skin barrier function is thought to favor the development of atopic 

dermatitis (AD). A recent mouse model for this most common allergic disease 

support this notion. The mouse bearing mutation in Filaggrin gene, develops severe 

dermatitis lesions, following exposition to experimental allergen (Fallon et al. 2009).  

Although the primary defect of skin barrier function could facilitate the penetration of 

allergens, inducing severe skin inflammatory reaction and hyper-immunoglobulinemia 

E as observed in Netherton syndrome (NS, OMIM 256500) (Comel 1949; Netherton 

1958), other ichthyosis with skin barrier defect do not exhibit constant atopic 

manifestations. This observation suggests most specific mechanisms which could 

induce allergic response. NS is a rare and severe genodermatosis due to mutation in 

SPINK5 gene, encoding the protease inhibitor LEKTI (Chavanas et al. 2000). LEKTI-

deficiency causes epidermal serine proteases hyperactivity. Among them, kallikreins 

(KLK) 5 and 7 degrade desmosomes, leading to premature detachment of the 

stratum corneum and impairment of epidermal barrier function (Descargues et al.

2005). We recently demonstrated that hyperactive KLK5 could also directly induce 

the expression of proinflammatory (TNFα, ICAM1) and proallergic (TSLP) molecules 

through Proteinase Activated Receptor 2 (PAR2) activation (Briot et al. 2009). The 

pro-Th2 cytokine TSLP (Thymic Stromal LymphoPoietin) is a major actor of allergic 

inflammation, overexpressed in AD lesional skin (Soumelis et al. 2002). TSLP is 

necessary and sufficient to induce eczematous lesions and systemic Th2 response, 

in the absence of exogenous allergen (Yoo et al. 2005). We have shown that NS 

keratinocytes overexpressed TSLP secondary to KLK5 hyperactivity (Briot et al.

2009). This signal, already present in Spink5-/- embryos, is a cell-autonomous 

process which is likely to play a role in the development of AD-like lesions in NS. To 

further explore the role of the KLK5-PAR2 pathway in vivo in the induction of TSLP 
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expression, we have generated double knockout mice for Spink5 and Par2 (DKO). 

We crossed C57Bl/6 Spink5-/+ mice with Par2-/- mice (Lindner et al. 2000) and then 

intercrossed viable Spink5+/-/Par2-/- animals to obtain DKO mice. Par2 deletion, in a 

Spink5-/- context, does not abrogate the severe cutaneous phenotype of newborn 

mice. Indeed, DKO newborn mice exhibit skin erosions and vibrissae abnormalities 

as seen in Spink5-/- mice and undergo rapid postnatal lethality due to severe skin 

barrier defect (Figure 1A). To disregard an indirect effect linking environmental injury 

and stratum corneum detachment to the expression of proinflammatory and 

proallergic molecules, we analysed skin from embryos delivered by caesarean at 

E19.5. Histological examination of skin cross-sections revealed stratum corneum

detachment and moderate acanthosis in Spink5-/- and DKO embryos (Figure 1C, E). 

In contrast, Par2-/- skin appears similar to wild type (WT) skin (Figure 1D, B). This 

suggests that PAR2 signaling does not affect epidermal homeostasis in basal 

condition and that PAR2 absence does not abrogate hyperactivity of epidermal 

proteases leading to the stratum corneum detachment in the absence of LEKTI. To 

decipher whereas PAR2 could affect the expression of proinflammatory molecules, 

we performed immunohistochemistry experiments to detect TSLP and ICAM1, that 

we previously shown to be induced by KLK5-PAR2 signaling (Briot et al. 2009). We 

confirmed that TSLP was not detected in the WT epidermis nor in Par2-/- epidermis 

(Figure 1F, H), whereas it was strongly produced in the epidermis of Spink5-/- animals 

(Figure 1G). In DKO epidermis, TSLP staining was poorly detected (Figure 1I). 

ICAM1 staining was restricted to the basal layer of WT and Par2-/- skin (Figure 1J, L), 

and extended to suprabasal layers in Spink5-/- and DKO epidermis (Figure 1K, M).  

We then analyzed by quantitative RT-PCR, the transcriptional expression of 

previously identified target genes of KLK5-PAR2 signaling (Tslp, Tnfα and Icam1) 

(Briot et al. 2009). At E19.5, Tslp was highly overexpressed in Spink5-/- skin, as 

previously observed and could be comparable to an ON/OFF induction relatively to 

WT mice skin. In DKO skin, despite an increased in Tslp mRNA, this induction only 

reached 10 percent of the one observed in Spink5-/- skin confirming the 

immunohistological observation. Tnfα mRNA increase in DKO was 70 percent less 

important than in Spink5-/- (4.8 and 15.3 fold induced respectively, relative to WT). 

The expression of third target gene, Icam1, variably induced in Spink5-/- mice, was 

not significantly different from DKO mice (Figure 1N). Altogether these results 

demonstrate that Tslp and Tnfα expression is highly dependent on the KLK5-PAR2 
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pathway, whereas Icam1 expression may be affected by other signaling cascades 

secondary to LEKTI deficiency. These data were confirmed in newborn mice. 

Interestingly, Par2 depletion in newborn mice amplifies the differences between 

Spink5-/- and DKO (Data not shown). This supports the possibility that these 

molecules are more dependent on PAR2 signaling, in a direct and indirect way, 

rather than the consequence of to stratum corneum detachment in the first stage of 

life.  

In order to determine whether inhibition of the KLK5-PAR2 signaling is sufficient to 

reverse the inflammatory phenotype previously observed in Spink5-/- adult skin (Briot

et al. 2009), we grafted E19.5 skin on nude mice. Six weeks after grafting, WT and 

Par2-/- grafts were covered with normal hair, whereas Spink5-/- and DKO grafted skin 

appeared erythematous, scaly and alopecic (Figure 2A). Histological examination 

revealed that both Spink5-/- and DKO grafted skin exhibit acanthosis with 

papillomatosis. Their stratum corneum was hyperkeratotic and contained residual 

nuclei (parakeratosis) and accumulated cells that could correspond to infiltrate 

immune cells (Figure 2C, E). Toluidin blue staining revealed that, in Spink5-/- and 

DKO grafts (Figure 2G, I), mast cells were more numerous than in WT and Par2-/-

grafts dermis (Figure 2F, H). Although DKO graft dermis was infiltrated by mast cells, 

they were fewer in number than in Spink5-/- graft dermis (3.9 and 7.5 fold increased 

respectively compared to WT) (Figure 2J). These data highlight the fact that Par2

deletion is not sufficient to completely abolish inflammation in a LEKTI-deficiency 

context. This could be due to stratum corneum detachment and/or residual 

expression of proinflammatory and proallergic molecules, secondary to proteases 

hyperactivity. This work showed that several mechanisms trigger skin inflammation, 

including those resulting from skin barrier defect and other hyperactivated proteases 

(Descargues et al. 2005). To conclude we showed the role of KLK5-PAR2 signaling 

as an early inducer of proinflammatory and proallergic signals in vivo. It is likely that 

KLK5-PAR2-TSLP cascade is implicated in the development of intrinsic atopic 

dermatitis observed at birth as well as in young infants. In addition to this biological 

signaling, skin integrity is essential to protect against environmental stimuli that could 

trigger extrinsic atopy secondary to epidermal barrier defect. Thus, therapeutic 

development might consider the two side of the disease, including skin barrier 

impairment and immunological disorder. Indeed it appears that rescue one of them is 

not sufficient to significantly improve clinical phenotype. 
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Figure Legends

Figure 1- In a Spink5-/- context, Par2 deficiency does not rescue stratum 

corneum cohesion but inhibits TSLP and TNFαααα expression in mice embryos. 

(A) At birth, Spink5-/- and double knockout (DKO) mice exhibit skin erosions (arrows, 

right enlargement) and vibrissae abnormalities (left enlargement). Par2-/- mice appear 

similar to wild type (WT) mice. (B-E) Hematoxylin/eosine staining of skin cross-

sections from mice at embryonic day 19.5. Par2-/- skin (D) is similar to WT skin (B). 

Spink5-/- (C) and DKO epidermis show slight acanthosis and stratum corneum

detachment from the underlying granular layer (E). (F-M) Immunohistochemistry 

experiment of E19.5 mice skin cross-sections. TSLP is not detected in WT and Par2-/-

epidermis (F, H), is poorly detected in DKO epidermis (I), whereas it is strongly 

expressed in Spink5-/- epidermis (G). ICAM1 staining is restricted to the membrane of 

basal keratinocytes in WT and Par2-/- epidermis (J, L). In Spink5-/- and DKO 

epidermis, ICAM1 staining is extended to suprabasal keratinocytes (K, M). (N) 

Quantitative RT PCR analyses were performed on total RNA extracted from E19.5 

skin. Tslp, Tnfα and Icam1 mRNA were quantified and expressed as relative fold 

increase compared to wild type mice (n=2). 

Scale bare: (B-M): 9.2 µm 

Figure 2- In a Spink5-/- context, Par2 deficiency does not improve adult skin 

phenotype. 

Skin from E19.5 mice was grafted onto nude mice for 6 weeks. WT and Par2-/-

grafted skin became covered with normal hair. Spink5-/- and DKO grafts developed 

scaly, erythematous and alopecic lesions (A). On histological examination after 

hematoxylin/eosin coloration, WT and Par2-/- grafted skin were similar to normal adult 

skin (B, D). In contrast, Spink5-/- and DKO grafted epidermis exhibited a severe 

phenotype with acanthosis, papillomatosis, loss of adhesion of the stratum corneum, 

which was hyperkeratosic and parakeratosic. Inflammatory infiltrates were present in 

the dermis and cell aggregates were observed in the stratum corneum (C, E). (F-I) 

Grafted skin cross-sections were colored by toluidin blue to detected mast cell 

colored in scarlet. In the dermis WT and Par2-/- grafts, mast cells are rare (F, H). In 

contrast, mast cells are increased in number, in the dermis Spink5-/- graft (G) and in a 

lesser extent in DKO graft (I). (J) Mast cells infiltrated in grafted skin were counted 
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per dermal surface unit. For each genotype, 10 microscopic fields were analyzed. 

The number of mast cell is similar in WT and Par2-/-. In Spink5-/- grafted skin, mast 

cell number was increased by 7.5 fold whereas it was increased by 3.9 fold in DKO 

relatively to WT. 

Scale bare: (B-E): 36.8 µm; (F-I): 9.2 µm  
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Partie 3 : Etude de la réponse immunitaire chez les patients 

atteints du syndrome de Netherton 

Résumé : 

Ce projet vise à comprendre comment la perte d’expression de LEKTI conditionne la 

survenue d’allergies et vraisemblablement d’un biais de différenciation des 

lymphocytes T (LT) en faveur des LTh2. Bien que le défaut de barrière cutanée, 

résultant de la dégradation des structures d’adhésion inter-cornéocytaire par les 

protéases cibles de LEKTI puisse favoriser la pénétration d’allergènes et expliquer le 

développement de l’atopie, un rôle plus direct de LEKTI est envisagé. Cette 

hypothèse est renforcée par plusieurs observations. D’une part, le syndrome de 

Netherton est une des rares ichtyoses à présenter des manifestations allergiques 

constantes (55, 59). D’autre part, nos travaux récents, effectués chez la souris 

Spink5-/- et chez l’homme, ont permis de mettre en évidence une nouvelle cascade 

signalétique intrinsèque aux kératinocytes déficients pour LEKTI. Cette voie de 

signalisation, directement induite par la kallikréine 5 hyperactive, est responsable de 

l’expression de molécules pro-inflammatoires (TNFα, ICAM1) et pro-Th2 (TSLP), 

indépendamment des stimuli environnementaux (368). Enfin, LEKTI est exprimée au 

niveau des corpuscules de Hassal du thymus (70) et il existe une association 

génétique de polymorphismes de SPINK5 et le risque accru de développement de la 

dermatite atopique et de l’asthme allergique (85). L’ensemble de ces observations 

suggère un rôle de cet inhibiteur de protéases dans la régulation du système 

immunitaire.  

Les données de la littérature concernant la réponse immunitaire des patients atteints 

du SN sont peu claires, anciennes et ne prennent en compte qu’un nombre très 

réduit de patients. L’objectif de ce projet est donc d’étudier les conséquences de 

l’absence de LEKTI sur le phénotype et les propriétés fonctionnelles des 

lymphocytes des patients atteints de cette maladie. Pour cela, nous étudierons le 

profil d’expression cytokinique des cellules mononucléées périphériques (PBMC) et 

des LT CD4+ des patients. Nous chercherons à déterminer la proportion de cellules 

Th2 destinées à migrer vers la peau et également à caractériser l’inflammation 

cutanée présente chez les patients SN.  
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Projet 

Cette étude est réalisée dans le cadre d’un protocole clinique obtenu auprès du 

CCPPRB (Comité Consultatif de Protection des Personnes se prêtant à des 

Recherches Biomédicales) du CHU de Toulouse et de la CNIL (Commission 

Nationale de l’Information et des Libertés). Ce protocole nous permet la constitution 

d’une banque d’ADN, de biopsies cutanées et de leucocytes de patients. Il inclut 

également un dosage systématique des immunoglobulines E (IgE) totales et 

spécifiques réalisé dans le cadre d’une consultation médicale. 

1- Polarisation de la réponse T : analyse transcriptionnelle et 

sécrétion de cytokines 

Les manifestations atopiques font partie de la triade clinique caractérisant le 

syndrome de Netherton (SN, OMIM 256500) (Comel 1949; Netherton 1958). Il n’est 

donc pas exclu que ces patients présentent une réponse Th2 exacerbée se 

traduisant par une augmentation de la proportion de cellules sanguines exprimant 

des cytokines de type Th2. 

Dans un premier temps, nous étudierons le profil transcriptionnel des PBMCs 

(Peripheral Blood Mononuclear Cell) de patients stimulés à la phytohémaglutinine 

(PHA ; un stimulus polyclonal qui court-circuite le TCR). Le niveau d’expression des 

cytokines Th2 (IL4 et IL5), de l’IFNγ (cytokine Th1) et de l’IL10 (cytokine 

immunomodulatrice) sera analysé par PCR quantitative. De même, celui des facteurs 

de transcription T-bet (Th1) et GATA3 (Th2) sera quantifié. Afin de normaliser nos 

données par rapport aux lymphocytes T présents en nombre variable parmi les 

PBMCs, nous utiliserons comme gène de ménage le CD3ε et la chaine constante du 

TCRβ. Ces résultats permettront d’obtenir un aperçu global du profil fonctionnel des 

cellules immunitaires des patients SN. 

Le rôle des cellules Th2 dans le développement des pathologies allergiques est bien 

connu. Elles sont notamment responsables de la sécrétion des cytokines qui 

induisent la production d’IgE par les lymphocytes B. Ces données corrèlent à l’hyper- 
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Tableau 1– Cytokines analysées par la technologie Luminex.  

Le tableau présente les cytokines qui seront analysées dans les surnageants de 

culture de lymphocytes T CD4+. Pour chaque cytokine, dans le cas particuliers de 

notre étude, sont précisés sa source, quelques unes de ses cibles et certains de ses 

effets biologiques. 

IL : Interleukine ; IFN : Interféron ; TNF : Tumor Necrosis Factor ; LT : lymphocyte T ; 

LB : Lymphocyte B 
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IgE sérique souvent retrouvée chez les patients SN. Ainsi dans un second temps, les 

lymphocytes T CD4+ purifiés à partir du sang des patients seront mis en culture puis 

stimulés à l’aide d’anticorps anti-CD3/anti-CD28 afin de stimuler leur prolifération et 

déterminer leur production en cytokines. La quantification d’un nombre important de 

cytokines sera réalisée grâce à la technologie Luminex (Moalic et al. 2004). Cette 

technique permet de doser plusieurs analytes dans un volume réduit de surnageant 

de culture (Tableau 1). Ces résultats, apporteront un aperçu plus spécifique de 

l’engagement des cellules T CD4+ vers une réponse Th1 ou Th2. Après stimulation 

polyclonale anti-CD3/anti-CD28, les lymphocytes T CD4 prolifèrent et produisent des 

cytokines. Afin de déterminer si les résultats obtenus après quantification des 

cytokines sont dus à un nombre plus important de LT ou à un même nombre de 

cellules produisant plus de cytokines, l’état de prolifération de ces cellules sera 

analysé par incorporation de thymidine tritiée. 

Enfin, le plasma des patients sera conservé pour le dosage par ELISA d’autres 

molécules, notamment TSLP, qui n’est pas produit par les lymphocytes. Cette 

cytokine pro-Th2 joue un rôle clé dans le développement de la dermatite atopique et 

de l’asthme allergique, deux pathologies fréquemment développées par les patients 

SN. 

2- « Homing » cutanée des LTh2 

La fréquence élevée du développement des lésions de type dermatite atopique 

chez les patients atteints du syndrome de Netherton laisse supposer un engagement 

important de lymphocytes essentiellement Th2 vers la peau. Les lymphocytes T 

ayant reçu un signal de recrutement vers la peau expriment le CLA (Cutaneous 

Lymphocyte Antigen).  

Un autre marqueur, CRTH2 (Chemoattractant Receptor-2-homologous molecule 

expressed on Th2 cells), est exprimé par les LTh2 humains. Son expression corrèle 

dans 85% des cas avec la production d’au moins une des cytokines Th2 classiques 

(IL4, IL5, IL13) et une faible production d’IFNγ, après stimulation polyclonale ou par 

un allergène (Cosmi et al. 2000; Nagata et al. 1999). Il s’agit d’un récepteur à 7 

domaines transmembranaires couplé à une protéine G qui a pour ligand la 

prostaglandine D2 produite par les mastocytes activés. Il a été montré que CRTH2 

est trouvé essentiellement au sein des populations de lymphocyte Tcm (central 
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memory) et que son expression peut être induite par les cellules dendritiques 

activées par TSLP (Wang et al. 2006).  

La fréquence des cellules CRTH2+ représente 0,4 à 6,5 % des LT CD4+ dans le sang 

de sujets sains (Nagata et al. 1999). Parmi les LT CD4+ CRTH2+, 15 à 45% 

expriment le CLA et sont donc destinées à migrer vers la peau. Le pourcentage de 

cellules T CD4+CRTH2+CLA+ est multiplié par un facteur 2 à 4 dans le sang des 

sujets atteints de dermatite atopique par rapport à un sujet sain (Teraki et al. 2000). 

Ceci suggère fortement que ces lymphocytes engagés dans la voie Th2 et ayant le 

marqueur de localisation cutanée CLA sont bien impliqués dans la pathologie. Il a de 

plus été montré que les LT CD4+CRTH2+CLA+ sont en contact étroit avec les cellules 

dendritiques dans la peau de sujets atteints de dermatite atopique (Wang et al.

2006).  

Ces lymphocytes pourraient également participer au développement des lésions de 

dermatite atopique observées chez les patients SN. C’est pourquoi la proportion de 

cellules périphériques positives pour le TCR, CD4, CRTH2 et CLA sera analysée par 

cytométrie en flux. Ainsi, nous pourrons déterminer si la fréquence des cellules Th2 

destinées à migrer vers la peau est supérieure chez les patients SN par rapport à 

des sujets sains, révélant ainsi un mécanisme commun avec la dermatite atopique.

3- Caractérisation de l’infiltrat inflammatoire cutané 

Les patients atteints du syndrome de Netherton déclenchent fréquemment des 

lésions eczématiformes, de type dermatite atopique, et érythémateuses (rougeurs 

reflètant une dilatation des vaisseaux sanguins). De plus, la perte de fonction de 

barrière cutanée est un stimulus propice au développement de l’inflammation 

cutanée. Ainsi, nous chercherons à caractériser l’infiltrat inflammatoire des patients 

SN. Cette caractérisation sera réalisée grâce à des colorations spécifiques telles que 

l’hematoxyline/éosine qui permet de reconnaître les polynucléaires éosinophiles ou 

encore le bleu de toluidine qui colore les mastocytes. En parallèle, un ensemble 

d’anticorps dirigés contre des protéines membranaires des lymphocytes (CD4, CD8, 

CRTH2…) ou encore des cytokines (IL4, IFNγ…) permettra de caractériser l’infiltrat 

lymphocytaire.  
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Matériel et Méthodes 

Protocole clinique 

Nous avons obtenu l’autorisation d’un protocole de recherche clinique par le 

CCPPRB du CHU de Toulouse délivré le 6 septembre 2007 (promoteur: INSERM, 

n°C06-51) et par la CNIL le 15 juin 2006. (Annexe 1 )  

Les personnes recrutées sont des patients atteints du syndrome de Netherton. Les  

échantillons sanguins témoins sont obtenus auprès de l’EFS (Etablissement Français 

du Sang). 

Purification des PBMCs totaux

Le sang total de patients et de témoins est collecté sur tube hépariné de 6 ml. 

Après une première centrifugation à 3000 rpm (tours par minute) pendant 5 min, 1 ml 

de plasma est récupéré et congelé à -20°C pour l’an alyse des cytokines ou 

chimiokines circulantes. 

Les cellules sont resuspendues et le sang total est déposé sur un tube UniSep de 50 

ml contenant du ficoll (U-10, Valbiotech). Le volume total est ajusté à 14 ml final avec 

du PBS (Phosphate Buffer Saline). Après 30 min de centrifugation à 2700 rpm du 

« Ficoll paque », l’anneau de PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) et le 

plasma sont récupérés et lavés avec du PBS. Les PBMCs sont repris dans du PBS, 

contenant 5% SVF et comptés sur une cellule de Neubaeur. Un million de cellules 

est isolé pour analyser le niveau d’expression des transcrits et le reste servira à la 

purification des lymphocytes T. 

Purification de LT humains

Les LT sont isolés du reste des PBMCs à l’aide du Kit « Pan T cell Isolation kit 

II human » (MACs, Miltenyi Biotec). Il s’agit d’une séparation des cellules par  un 

marquage magnétique. Grâce à ce kit, les lymphocytes T sont isolés par 

appauvrissement en cellules « non-T » (sélection négative) c'est-à-dire : les 

lymphocytes B, les Natural Killer, les cellules dendritiques, les monocytes, les 

granulocytes et les cellules érythroïdes.  
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Figure 1- Principe de  purification négative des lymphocytes T. 
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Les PBMCs sont repris dans du PBS contenant 0,5% de BSA (Bovine Serum 

Albumine) et 2mM d’EDTA. Ils sont alors incubés avec un cocktail d’anticorps 

biotinylés, pendant 10 min à 4°C. Ces anticorps son t dirigés contre les marqueurs 

membranaires des cellules « non-T ». Après lavage, des microbilles magnétiques 

anti-biotine sont ajoutées et l’ensemble est incubé 15 min à 4°C. La purification des 

lymphocytes T est ensuite réalisée par séparation magnétique. Les suspensions 

cellulaires, contenant les PBMCs et les anticorps biotinylés complexés aux 

microbilles, sont déposées sur une colonne aimantée. Seules les cellules non 

marquées, dans notre cas les lymphocytes T, vont passer à travers la colonne, alors 

que les autres seront retenues (Figure 1). Cette technique permet généralement de 

récupérer une population lymphocytaire pure à plus de 80%. Cependant, un excès 

de globules rouges dans la suspension initiale peut aboutir à une purification moins 

efficace. 

Activation à la PHA et analyse des transcrits

Les PBMC totaux sont préalablement activés avec de la PHA 

(Phytohémagglutinine). La PHA est une lectine qui a la propriété d’agglutiner les 

érythrocytes et les leucocytes en se fixant à la surface des cellules immunitaires. 

Cette fixation est assimilée à un stimulus polyclonal qui court-circuite le TCR et qui 

induit la prolifération et l’activation des leucocytes.  

Pour cela, 500 000 cellules sont cultivées dans 1ml de milieu RPMI contenant 2mM 

de L-glutamine, 1mM d’acides aminés non essentiels, 5% de SVF, 1mM d’HEPES, 

10mM de β-mercaptoéthanol et des antibiotiques, en présence ou non de PHA (1 

µg/ml final). Après une incubation de 18 à 20 heures à 37°C, 5% CO 2, les cellules 

activées forment des agrégats qui sont récupérés pour l’extraction des ARNs totaux. 

Ces ARNs totaux sont extraits à l’aide du kit « RNeasy mini kit »(QIAGEN) et traités 

à la DNAse I, pour éliminer l’ADN génomique, selon les instructions du fournisseur. 

La synthèse de l’ADN complémentaire est réalisée à partir de 50 à 200 ng d’ARNs en 

présence d’hexamères universels et à l’aide de l’enzyme de transcription réverse, 

SuperScript III (SuperScript III First-Strand synthesis system ; Invitrogen).  

Les transcrits sont ensuite analysés par PCR quantitative sur l’appareil « ABI prism 

7000 Sequence Detection system » (Applied Biosystems). L’amplification est réalisée 

dans le tampon SYBR Green (MasterMix Plus SYBR Green I kit ; Euromedex) en 

présence des amorces d’intérêt à 600nM final (Tableau 2). Le programme du 
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thermocycleur est le suivant : 50°C-2 min, 95°C-10 min, 40 cycles de 95°C-15 sec 

puis 60°C- 1 min, enfin un cycle de dissociation : 95°C-15 sec, 60°C-20sec, 95°C-15 

sec. 

Les résultats sont normalisés à l’aide des gènes de ménage CD3ε et la chaine 

constante du TCRβ (TCRβC) et analysés à l’aide du logiciel « Sequence Detection 

System version 1.2 » (Applied Biosystems). 

Tri des LT CD4 et CD8 et analyse des marqueurs du « homing » cutané

Le tri des LT CD4 et CD8 réalisé par cytométrie en flux nécessite l’utilisation 

de trois anticorps dirigés contre : le TCR, le CD4 et le CD8.  Les cellules double 

positives TCR+CD4+ seront récupérées dans un tube, et les TCR+CD8+ dans un 

autre. Toutes les cellules négatives, simple positives ou double positives CD4+CD8+

seront éliminées. 

La faible fréquence des LT CD4+CRTH2+CLA+ parmi les PBMCs nous a conduit à 

analyser l’ensemble des marqueurs sur la population de LT purifiés, en même temps 

que le tri des TCD4 /TCD8 par cytométrie en flux. 

L’analyse du homing cutané est donc réalisée sur la même population lymphocytaire 

à l’aide d’anticorps dirigés contre le CRTH2 et le CLA.  Une fois que le nombre 

souhaité de LT CD4+ et LT CD8+ a été récupéré, le reste des cellules est analysé 

pour les 5 marqueurs (TCR, CD4, CD8, CRTH2, CLA) (Tableau 3). 

Une fois purifiés, les LTs sont resuspendus dans du PBS avec 5% de SVF à 4°C. 

Les 5 anticorps sont ajoutés (1/20e) dans un  volume de réaction final de 200µl. 

Après une incubation de 15 min à 4°C, les cellules sont lavées avec du PBS, 5% 

SVF. Le culot est ensuite repris dans 400µl total de PBS, 5%SVF.  

Le contrôle négatif est réalisé à l’aide de PBMCs non marqués, à raison d’environ 

500 000 cellules dans 400µl final de PBS, 5% SVF. 

Le contrôle de compensation de chaque anticorps est réalisé à l’aide de 

« Compbeads » (BD Bioscience) dirigées contre l’espèce dans laquelle l’anticorps a 

été produit.  
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Tableau 2- Amorces utilisées pour la PCR quantitative 

(F : séquence sens ; R : séquence antisens) 

Tableau 3– Anticorps utilisés pour le tri cellulaire et l’analyse du homing 

cutané.
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Les LT CD4 et CD8 des patients et des individus sains sont triés sur le cytomètre 

« FACSAria II cell sorter » (BD Bioscience) et récupérés dans des tubes contenant 

1ml de SVF. 

Activation Anti-CD3/anti-CD28

La stimulation anti-CD3/anti-CD28 permet l’activation et l’expansion des 

cellules T en l’absence de cellules présentatrices d’antigènes ou d’antigènes. 

Après leur tri, les cellules T CD4 sont reprises dans du milieu de culture à raison de 

1000 cellules/ µl. Les cellules sont ensuite ensemencées à 100 000 cellules/puits 

(plaque 96 puits) en présence ou non de Dynabeads anti-CD3/anti-CD28 

(Dynabeads Human T-Expander CD3/CD28 ; Invitrogen) dans un volume final de 

200µl. Après 24h et 48h d’incubation à 37°C, 5% CO 2, 100µl de surnageant est 

prélevé et congelés à -20°C pour l’analyse par Lumi nex. 

Prolifération des Lymphocytes T CD4+

 Après stimulation polyclonale anti-CD3/anti-CD28, l’état de prolifération des 

lymphocytes T CD4 sera analysé par l’incorporation de thymidine tritiée. 

Pour cela, les cellules sont mises en culture en présence de thymidine tritiée, un 

analogue radioactif de la thymidine, qui s’incorpore dans l’ADN lors de la division 

cellulaire. Après prélèvement de 100µl de surnageant de culture pour l’analyse 

cytokinique, 100µl du même milieu RPMI contenant 1µCi de thymidine tritiée sont 

ajoutés dans le puits. Après une incubation de 24h les plaques sont congelées à -

20°C, ce qui aura pour effet de bloquer les cellule s et de les lyser. La lecture de la 

radioactivité sera ensuite réalisée. 

La technologie Luminex (Figure 2) 

Afin de quantifier un panel de cytokines, les surnageant de culture des LT 

CD4+ seront analysés grâce à la technologie Luminex.  

Cette technologie est fondée sur le principe de la cytométrie en flux, alliée à 

l’utilisation de microsphères fluorescentes et à une double lecture après excitation 

par deux lasers. Il s’agit d’un système multianalytique puissant, puisque jusqu’à 100 

microbilles différentes par puits peuvent être inclues dans la plaque analytique. Les 

billes servent de support solide aux anticorps dirigés contre les molécules d’intérêt. 

Chaque bille correspond à un analyte (ici une cytokine) et sera identifiée par une  
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Figure 2– Principe de la technologie Luminex, dans le cas de la quantification 

d’un antigène. 

(Modifié d’après http://www.millipore.com/drugdiscovery/dd3/luminex?langchange 

=true (schéma 2, 3 et 4) ; Moalic (2004) Immuno-analyse & Biologie Spécialisée

(schéma 5)) 
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intensité de fluorescence propre. Ainsi plusieurs billes spécifiques de plusieurs 

cytokines pourront être mélangées dans un même puits.  

Les surnageants de culture sont mis en contact avec ces billes afin de permettre la 

fixation des cytokines à leur surface. Des anticorps de détection, pour chaque 

analyte, seront ensuite ajoutés. Ces anticorps sont couplés à un fluorochrome. 

La lecture de plaque repose sur deux lasers : 

- un laser excitera les billes : 

intensité de fluorescence = identification de la cytokine 

- le second excitera le fluorochrome couplé à l’anticorps de détection : 

intensité de fluorescence = quantité de la cytokine

Sur la base d’une gamme d’étalonnage, la lecture ainsi réalisée nous permettra de 

déterminer la concentration de chacune des molécules d’intérêt dans le surnageant 

de culture de chaque individu. 

Les cytokines analysées seront les suivantes : IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL9, IL10, IL13, 

IL17, IFNγ, TNFα et TNFβ (Milliplex Human Cytokine Multiplex Immunoassay Kit) 

ELISA anti-TSLP

 La quantification de TSLP circulante dans le plasma des patients SN sera 

analysée par ELISA. L’analyse est réalisée grâce au kit « Quantikine Human TSLP 

Immunoassay » (R&D systems). 

Une dilution en série des échantillons sera déposée dans une plaque coatée avec un 

anticorps dirigé contre TSLP. Un second anticorps anti-TSLP couplé à la peroxydase 

(HRP, HorseRadish Peroxidase) sera ensuite ajouté. La réaction enzymatique est 

réalisée à l’aide du substrat TMB (Tetramethylbenzidine) et la lecture de densité 

optique se fait à une longueur d’onde de 450 nm. 

La concentration de la protéine sera déterminée par rapport à une gamme étalon de 

TSLP humaine recombinante. 

Analyses histologiques et immunohistochimiques

Les biopsies cutanées prélevées en zone lésée seront coupées en deux. Une 

partie sera fixée dans du formol et incluse en paraffine et la seconde sera 

cryocongelée dans du « Tissue Tek » OCT (Sakura). Les analyses histologiques et 

immunohistochimiques seront ensuite réalisées sur des coupes paraffinées ou 

congelées de 4µm d’épaisseur. 
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Figure 3- Analyses réalisées sur le sang des patients SN. Un prélèvement 

sanguin de 6 ml sera utilisé pour doser les cytokines et chimiokines circulantes, 

déterminer l’expression des facteurs Th1 et Th2, analyser le « homing » cutané, 

quantifier les cytokines produites par les TCD4+ et estimer le niveau de prolifération 

des TCD4+. 
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Résultats préliminaires

1- Un maximum d’analyses pour un minimum de cellules : Mises 

au point nécessaires. 

L’ensemble des analyses que nous souhaitons effectuer sur le sang (6 ml) des 

patients atteints du syndrome de Netherton sont représentées sur la figure 3. 

Le nombre total de PBMC isolé après Ficoll (de 3 à 10 millions) ainsi que la 

proportion de LT parmi ceux-ci est très variable d’un individu à l’autre. Nous avons 

donc évalué dans un premier temps, un nombre minimum de PBMCs ou de LT pour 

chacune des expériences à partir d’individus sains.

L’utilisation de 500 000 PBMCs pour l’analyse des transcrits ne nous permet 

d’extraire qu’une faible quantité d’ARN total (de 500 ng à 1,5 µg). Cependant, cette 

quantité est suffisante pour étudier quelques gènes représentatifs de la réponse Th1 

et Th2 par PCR quantitative. 

L’analyse du « homing » cutané a dans un premier temps été réalisée sur 

500 000 PBMCs par individu. Pour cela, les PBMCs ont été marqués à l’aide de 5 

anticorps couplés à des fluorochromes compatibles pour leur discrimination par 

cytométrie en flux. Les évènements recherchés, les LT CD4+CRTH2+CLA+, 

représentent une faible proportion des PBMCs. Les cellules T CD4+CRTH2+CLA+ ne 

représentent en moyenne que 50 événements sur nos 500 000 PBMCs, ce qui est 

insuffisant pour mettre en évidence une variation d’un facteur 2 à 4 comme chez les 

patients DA soutenue par une analyse statistique prenant en compte que 10 patients 

SN. Ces résultats nous ont donc conduit à analyser ces marqueurs sur la population 

de LT purifiés, plutôt que sur les PBMCs, en même temps que le tri des TCD4 

/TCD8.  

Le tri des LTCD4 /TCD8 a été réalisé sur les LT purifiés. Après avoir récolté un 

minimum de 400 000 LT CD4+, les LTs restants sont analysés pour les marqueurs du 

« homing » cutané. Le nombre d’événements acquis reste faible et variable (environ 

500) mais est cependant plus représentatif que ceux acquis sur les PBMCs. 

Le nombre de LT CD4+ nécessaire et le stimulus approprié pour l’étude des 

cytokines produites ont ensuite été évalués. Deux types de stimulation anti-CD3/anti-

CD28 ont été testés : 
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Tableau 4- Caractéristiques cliniques et moléculaires des patients atteints du 

syndrome de Netherton inclus dans l’étude. 

L’ensemble des patients SN inclus dans l’étude sont représentés. Les 

caractéristiques cliniques correspondent à celles relevées le jour du prélèvement 

sanguin et de la biopsie cutanée. La présence d’allergies est référencée en fonction 

des réponses apportées par le patient lors de la consultation clinique. 

La taux de référence normal d’IgE sérique est de 100-150 KUI/L. 

Certaines analyses en cours de réalisation sont notées « nd » (non déterminé) 

ED : Erythrodermie Desquamative ; ILC ; Ichthyose Linéaire Circonflexe ; Lichen. : 

Lichenification ; TI : Trichorrhexis Invaginata.
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- La première consistait à coater des puits de culture avec des anticorps 

dirigés contre le CD3 et de rajouter un anticorps anti-CD28 dans le milieu. 

- La seconde stratégie consistait à utiliser des billes sur lesquelles sont fixés 

les anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (Dynabeads). 

Après stimulation, nous avons testé l’efficacité de l’activation par ELISA dirigé contre 

l’IL4 et l’IFNγ. L’induction significative de ces cytokines a été détectée dans les 

surnageants de culture après 24 et 48h de stimulation de 100 000 LT CD4+ avec les 

Dynabeads. Nous avons donc choisi la technique d’activation à l’aide de Dynabeads 

anti-CD3/anti-CD28. 

2- Cohorte de patients SN 

Dans un premier temps, nous avons recrutés dix patients SN avérés, dont la 

détection de LEKTI au niveau de l’épiderme est négative et/ou les mutations de 

SPINK5 étaient connues. Les caractéristiques cliniques de ces patients 

correspondent à celles observées pendant la consultation médicale effectuée le jour 

de la biopsie cutanée et du prélèvement sanguin (Tableau 4). 

Tous les patients SN présentent une érythrodermie desquamative associée ou non 

au développement de lésions d’ichthyose linéaire circonflexe. 6 patients SN 

déclarent souffrir de démangeaison cutanée (prurit). L’apparition de plaques de 

lichenification caractéristiques des lésions tardives de dermatite atopique est 

retrouvée chez 4 patients SN. Bien que la sévérité du phénotype de ces patients soit 

variable, 9 souffrent d’allergies essentiellement alimentaires ou de manifestations 

atopiques. Le patient 2 ne déclare pas souffrir d’allergie, mais présente une hyper-

IgE sérique. Bien qu’il y ait une variabilité importante entre la concentration en IgE 

chez les 3 patients SN analysés, il apparaît qu’ils sont augmentés de 10 à 200 fois 

suggérant une hyper-IgE significative pour ces 3 individus. 

Notre étude inclus actuellement des jeunes adolescents et des adultes. Ainsi, 

l’inclusion de nourrissons et de jeunes enfants atteints du syndrome de Netherton 

permettrait d’obtenir des informations complémentaires. En effet, les lésions 

eczématiformes aigües prédominent pendant les premières années de la vie des 

patients. De plus, comme pour la dermatite atopique, chez l’adulte SN les lésions 

pourraient devenir chroniques et la balance s’inverser progressivement vers un 

phénotype Th1. Nous envisageons également d’inclure dans notre étude des 

patients atteints d’autres ichtyoses. Ceci nous permettra de déterminer si les 
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résultats obtenus pour les SN sont spécifiques de l’absence de LEKTI et non pas 

uniquement secondaires au défaut de barrière cutanée. 

3- Analyse du homing cutané 

Afin de déterminer si le nombre de cellules CD4+ Th2 engagées vers une 

action cutanée est augmenté chez les patients SN, nous avons analysé l’expression 

simultanée du récepteur CRTH2 et du CLA à la surface des lymphocytes T CD4+ par 

cytométrie en flux. Il faut noter dans un premier temps, que la proportion de LT CD4+

et T CD8+ chez les patients SN est comparable à celle des individus sains 

(respectivement environ 60% et 15% des lymphocytes T totaux). 

La faible fréquence initiale des LT CD4+ CLA+ CRTH2+ (inférieure à 1%) et la 

variabilité inter-individuelle observées chez les sujets sains ne nous ont pas permis 

d’observer d’augmentations significatives chez les patients SN. Seul un patient 

présente un pourcentage supérieur à 1 (1,2%) ce qui ne permet pas de conclure. 

L’absence de détection du CRTH2 à la surface des cellules des individus (sains et 

SN) analysés pourrait être due au fait que dans le sang, la majorité des LT sont 

quiescents et ne produisent pas de cytokines, alors que l’expression du récepteur a 

été rapportée pour coïncider avec la sécrétion de cytokines pro-Th2. Cet argument 

est renforcé par le fait que l’analyse des transcrits des PBMCs non stimulés (sains et 

SN) a mis en évidence un niveau d’expression inférieur au seuil significatif de 

détection (résultats non présentés).  

4- Analyse des transcrits 

Après stimulation à la PHA, les PBMCs de 8 témoins et de 8 patients SN ont 

été analysés par PCR quantitative. Les résultats représentent l’expression relative 

des ARNm (pour IL4, IFNγ, IL5, IL10, GATA3 et T-bet) rapportée aux témoins traités 

et analysés le même jour. On observe une variabilité inter-individu aussi bien chez 

les témoins que chez les patients SN. Cependant, il ressort de cette analyse une 

tendance à la surexpression plus ou moins importante de chacune des cytokines

chez les patients SN par rapport aux contrôles. L’utilisation du test statistique de 

Mann & Whitney révèle que seule la surexpression d’IL4 est significative (risque 

d’égalité inférieur à 5%) (Figure 4). Ces résultats sont en faveur d’une production 

accrue d’IL4 qui pourrait être attribuée à une augmentation du nombre des cellules 

engagées dans la voie Th2. 
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Figure 4- Analyse transcriptionnelle des facteurs Th1 et Th2 exprimés par les 

PBMCs de patients atteints du syndrome de Netherton. 

Les transcrits IL4, IFNγ, IL5, IL10, GATA3 et T-bet ont été analysés par PCR 

quantitative à partir d’ARN extraits de PBMCs traités à la PHA. 8 témoins et 8 

patients SN ont été analysés. Les valeurs représentées sont relatives aux témoins 

traités et analysés le même jour que chaque patient. Il apparaît qu’en moyenne les 

PBMCs de patients SN répondent d’avantagent au traitement en exprimant plus de 

cytokines que les témoins. Seul le facteur de transcription T-bet ne varie pas. 

Cependant, après analyse par le test de Mann & Whitney (au risque de 5%), seule la 

surexpression de l’IL4 est significative. L’expression de chaque transcrit est 

normalisée par rapport au TCR (chaine constante du TCRβ et CD3ε). (* seuil α = 

5%) 



152

Cependant, d’autres gènes des réponses Th1 et Th2 devront être analysés pour 

confirmer cette hypothèse. De plus, bien que la quantification des ARNm soit 

normalisée sur l’expression du TCR, il n’est pas exclu que la production de cytokines 

soit attribuable à d’autres types cellulaires. Ainsi, l’analyse du profil cytokinique des 

LT CD4+ isolés permettra de répondre à cette question. 

Ces résultats seront ensuite comparés au dosage des IgE sériques afin de 

déterminer s’il existe une corrélation entre ce paramètre et l’expression de facteurs 

Th2. 

5- Infiltrat inflammatoire dermique chez les patients atteints du 

syndrome de Netherton 

Nous avons dans un premier temps observé les infiltrats inflammatoires par 

coloration des coupes de peau à l’hématoxyline/éosine (Figure 5). Les infiltrats sont 

plus ou moins importants en fonction des patients. On observe un élargissement des 

vaisseaux sanguins qui sont remplis de cellules immunitaires. Dans certains cas, les 

cellules inflammatoires gagnent le derme supérieur et viennent se loger à proximité 

de l’épiderme. Ces infiltrats sont composés de plusieurs types cellulaires. En effet 

chez certains patients, les cellules polynucléaires éosinophiles sont très nombreuses 

à l’extérieur et à l’intérieur des vaisseaux sanguins (Figure 5b et 5f). Ces cellules 

sont reconnaissables à la présence d’un noyau polylobé et d’un cytoplasme 

rouge/orangé. Des cellules d’aspect granuleux mais non éosinophiles (Figure 5d) 

sont aussi présentes. Chez certains patients, les cellules immunitaires qui restent 

localisées dans les vaisseaux sanguins sont essentiellement des cellules 

mononuclées (Figure 5f). L’utilisation d’anticorps dirigés contre des molécules 

spécifiques de ces différents types cellulaires nous permettra de caractériser ces 

infiltrats.  

 Dans un second temps, les coupes de peau de patients SN ont été colorées 

au bleu de toluidine afin de détecter les granules des mastocytes (coloration en 

rouge bordeaux). Dans une peau saine, les mastocytes sont présents en faible 

nombre. Ils se localisent essentiellement dans le derme profond et dans les 

vaisseaux sanguins. Chez les patients SN, le nombre de ces cellules peut être 

augmenté de manière significative. 
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Figure 5- Infiltrat de cellules immunitaires dans le derme des patients SN. 

Les coupes de peau de patients SN sont colorées à l’hématoxyline/éosine. Les 

vaisseaux sanguins sont de taille importante et sont remplis de cellules immunitaires 

(a, c, e). Les cellules infiltrent également le derme supérieur. Parmi ces cellules, ont 

distingue des polynucléaires éosinophiles (têtes de flèches noires ; b-f), des cellules 

granuleuses (têtes de flèches vertes ; d) et des cellules mononuclées (cercle 

pointillé ; f). Selon les patients SN, la composition cellulaire apparaît différente et 

l’infiltration plus ou moins massive. 

(b, d et f, sont des grossissements de a, c et e respectivement). 
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Les mastocytes sont retrouvés dans les vaisseaux sanguins mais surtout dans le 

derme supérieur et à proximité de l’épiderme probablement en réponse à la sécrétion 

de molécules chimioattractantes par les kératinocytes (Figure 6). La présence d’un 

grand nombre de mastocytes dans la peau des patients SN coïncide probablement 

avec le développement de lésions eczématiformes. 

Soumelis et al. ont mis en évidence que l’expression de TSLP par les 

kératinocyte coïncidait avec la diminution du nombre de cellules Langérine+ (cellules 

de Langerhans) dans l’épiderme des patients atteints de dermatite atopique. Ceci 

serait dû à leur activation par TSLP et leur migration vers les ganglions lymphatiques 

drainant la peau (Soumelis et al. 2002). Afin de déterminer si ce mécanisme est 

également retrouvé dans le SN, nous avons réalisé des expériences 

d’immunohistochimies dirigées contre la langérine sur des coupes de peau de 

patients SN, qui surexpriment TSLP (Briot et al. 2009) (Figure 7). Dans l’épiderme 

des patients SN le nombre de cellules Langérine+ est diminué de 80% (Figure 7b et 

c) par rapport aux individus sains (Figure 7a et c). Ces résultats sont en faveur de 

leur migration vers les organes lymphoïdes secondaires dans lesquels ils pourront 

induire la différenciation des lymphocytes Th0 en lymphocyte Th2. L’utilisation du 

marquage DC-Lamp+ (cellules de Langerhans activées) nous permettra de confirmer 

leur état d’activation dans la peau des patients SN. 

L’ensemble de ces résultats préliminaires permet de réveler : (1) la 

surexpression d’IL4 par les PBMCs SN, (2) l’infiltration de polynucléaires 

éosinophiles et de mastocytes dans la peau SN, (3) la diminution du nombre de 

cellules Langérine+ associée à l’expression de TSLP dans l’épiderme SN, corrèlent 

avec une réponse immunitaire de type allergique. 

Cependant les analyses histologiques et transcriptionnelles doivent être complétées 

ainsi que reliées la production d’IgE et au questionnaire clinique des patients SN. 

Cette étude réunissant dans un premier temps 10 patients SN apportera une 

documentation complète des désordres immunitaires récurrents présents dans cette 

maladie. 
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Figure 6- Infiltration de mastocytes dans le derme des patients SN. 

Coupes de peau saine et de patients SN colorées au bleu de toluidine. Dans une 

peau saine, les mastocytes (têtes de flèches noires, a) peu nombreux restent dans le 

derme profond. Chez les patients SN (b-e), les mastocytes apparaissent plus 

nombreux et se localisent dans les vaisseaux sanguins (cercles pointillés, c-e) mais 

également au niveau du derme supérieur, à proximité de l’épiderme (têtes flèches 

noires, b-e). 
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Figure 7- Diminution du nombre de cellules Langérine+ dans l’épiderme des 

patients atteints du syndrome de Netherton surexprimant TSLP. 

Immunomarquage à l’aide d’un anticorps dirigé contre la langérine (a, b ; marqueur 

des cellules de Langerhans) ou contre TSLP (d, e) sur des coupes de peau de 

patient atteint du syndrome de Netherton (SN). (c) Les cellules positives ont été 

comptées et rapportées à la surface d’épiderme pris en compte. 3 individus sains ou 

atteints du SN ont été analysés. Dans l’épiderme SN (b, c) le nombre de cellules 

positives pour la langérine est diminué par rapport à celui d’un individu sain (a, c). 

Dans la peau saine TSLP n’est pas détectée (d) alors qu’elle est produite dans les 

couches supérieures de l’épiderme de patient SN (e). 

(D’après Briot et al. (2009) J Exp Med (d et e)) 
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Partie A- Rôle de LEKTI dans le contrôle des signaux 

cutanés pro-inflammatoires et pro-allergiques  

I- Signalisation KLK5-PAR2-TSLP : une propriété intrinsèque 

aux kératinocytes SPINK5-/-

L’absence de LEKTI dans l’épiderme conduit à la dérégulation de plusieurs 

protéases épidermiques. Parmi celles-ci, la kallikréine 5 (KLK5) est hyperactive dans 

la peau des animaux déficients en Spink5 (KO) (78) ainsi que dans celle des patients 

atteints du syndrome de Netherton (SN) (62). En plus de son rôle dans la 

dégradation des structures d’adhésions intercellulaires, la KLK5 est un inducteur 

majeur de l’inflammation allergique cutanée (368). 

Nous avons mis en évidence un rôle direct de la KLK5 dans l’initiation d’une nouvelle 

cascade pro-allergique via le clivage du récepteur PAR2 et l’activation du facteur de 

transcription NF-κB. Cette cascade signalétique conduit à la surexpression par les 

kératinocytes d’ICAM1, d’IL8, de TNFα et de TSLP, une cytokine pro-allergique qui 

est nécessaire et suffisante pour induire des lésions de type dermatite atopique 

(article1, figure 6).  

Cette cascade signalétique est activée dans les kératinocytes de patients SN en 

culture, en absence de stimulation exogène (article 1, figure 7). De plus, l’analyse 

des animaux Spink5-/- (KO) au jour 19,5 du développement embryonnaire montre 

que cette cascade biologique est un événement précoce relevant in vivo (article 1, 

figure 4) qui entraine à l’âge adulte une inflammation cutanée de type allergique sans 

participation du système immunitaire adaptatif. En effet, les greffes de peau KO sont 

infiltrées par un grand nombre de polynucléaires éosinophiles et de mastocytes 

activés (article1, figure 2). L’ensemble des ces résultats montrent que l’activation de 

la cascade KLK5-PAR2-TSLP est un événement intrinsèque aux kératinocytes 

déficients pour SPINK5, indépendant du défaut de barrière cutanée, des stimuli 

exogènes et du système immunitaire adaptatif. Cette voie de signalisation pourrait 

être responsable du développement précoce de lésions eczématiformes dans le 

syndrome de Netherton.  

Ce mécanisme semble être spécifique de l’absence de LEKTI dans l’épiderme, 

cependant il n’est pas exclu qu’il puisse participer au développement de lésions 
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cutanée allergique dans d’autres pathologies comme la dermatite atopique (DA), une 

des caractéristiques cliniques du SN. Cette maladie multifactorielle plus répendue 

intègre une composante génétique et environnementale dont la physiopathologie 

n’est pas encore élucidée. Le fait qu’elle apparaisse souvent très tôt dans l’enfance 

et que 20 à 30% des patients ne présentent pas d’hyper-IgE sérique suggèrent un 

mécanisme intrinsèque indépendant de la pénétration d’allergènes à travers la peau.  

Komatsu et al ont montré que l’expression de la KLK5 était augmentée dans la 

couche cornée des patients DA mais que cet événement ne coïncidait pas avec une 

augmentation de l’activité de type trypsique. Les auteurs attribuent ce résultat au fait 

que dans la dermatite atopique la présence de LEKTI puisse contrebalancer la 

surexpression de la KLK5 (369). Une étude similaire plus récente a montré qu’au 

contraire, l’activité de type trypsique, attribuée à la KLK5, était augmentée dans la 

couche cornée dans les lésions de DA (370). Ces 2 résultats contradictoires 

pourraient être attribués aux zones cutanées étudiées. En effet, dans la première 

étude l’analyse des KLKs a été réalisée au niveau de lésions de lichenification de 

sévérité moyenne alors que dans la seconde seules des lésions aigües associées à 

une inflammation importante ont été prises en compte. L’hyperactivité trypsique 

retrouvée dans les lésions de dermatite atopique pourrait également être secondaire 

à une diminution de l’expression de LEKTI. Cette hypothèse est renforcée par le 

marquage focal de la protéine dans la peau des patients DA (70, 371) et par des 

travaux qui ont mis en évidence une diminution transcriptionnelle de l’inhibiteur de 

protéase dans les kératinocytes primaires des patients DA (372). Ainsi, dans la peau 

DA, la diminution d’expression de LEKTI, associée avec une augmentation de 

l’expression de la KLK5 pourrait conduire à une activité accrue de la protéase dans 

certaines zones. Cet événement intrinsèque au kératinocytes pourrait favoriser 

l’activation de la cascade biologique que nous avons identifiée. Ainsi, la voie KLK5-

PAR2-TSLP pourrait avoir une relevance dans la dermatite atopique dans laquelle 

TSLP et PAR2 sont également surexprimés (177, 225). De plus, ces acteurs 

pourraient être ajoutés aux gènes de prédisposition de cette maladie. Ainsi cette voie 

de signalisation conduisant à la sécrétion de TSLP, pourrait être spécifique des 

maladies cutanées avec une exacerbation de la réponse Th2. 

Néanmoins, il existe d’autres pathologies cutanées dans lesquelles la KLK5 semble 

hyperactive sans pour autant que les patients développent de l’atopie. C’est le cas 

du psoriasis, qui est une maladie cutané inflammatoire de type Th1 et de la rosacée 



163

dont le phénotype cutané reste limité au visage. Dans les lésions de psoriasis, 

l’expression de la KLK5 est augmentée  et corrèle avec une augmentation de 

l’activité de type trypsique dans la couche cornée (373). De même dans la rosacée, 

l’expression et l’activité de la KLK5 semble augmentée (374). Ainsi, on s’attendrait à 

retrouver TSLP surexprimée dans la peau de ces malades. Or ceci n’a encore jamais 

été montré. La différence entre ces pathologies et le syndrome de Netherton 

viendrait du fait que l’expression de LEKTI n’est pas affectée. En effet dans le 

psoriasis l’expression de LEKTI est intense dans les couches supérieures de 

l’épiderme (70, 371). Ainsi l’hyperactivité de la KLK5 pourrait être modulée par son 

inhibiteur naturel et serait insuffisante pour induire la signalisation en aval de PAR2. 

De plus, la différence du phénotype inflammatoire pourrait être due à l’expression de 

LEKTI dans d’autres organes soutenant un rôle intrinsèque de l’inhibiteur de 

protéase dans le développement de la réponse Th2. 

L’ensemble de nos travaux ainsi que ces données de la littérature soulignent 

l’importance du contrôle de la balance protéase/inhibiteur de protéase dans le 

développement de la réponse allergique. 

II- Autres mécanismes pro-allergiques et pro-inflammatoires qui 

pourraient être régulés par LEKTI 

  

En plus des molécules directement induites par la voie KLK5-PAR2, les 

kératinocytes primaires de patients SN et ceux de l’épiderme des embryons  Spink5-/-

surexpriment d’autres molécules pro-Th2 telles que CCL17/TARC et CCL22/MDC 

(article 1, figures 7 et 4). TARC et MDC sont des chimiokines qui attirent 

préférentiellement les lymphocytes Th2 exprimant le récepteur CCR4 à leur surface 

(375). L’expression de TARC est augmentée dans la peau des souris transgéniques 

qui surexpriment TSLP dans la peau (K5-Tslp) (197) et dans celles des patients 

atteints de dermatite atopique (DA) (183). De plus, le taux sérique de TARC corrèle 

avec la sévérité de la maladie (184). Ces arguments sont en faveur d’un rôle de ces 

chimiokines dans la mise en place d’un environnement pro-allergique cutané.  

La surexpression de TARC et MDC par les kératinocytes SN n’est pas une 

conséquence directe de l’hyperactivité de la KLK5 (article 1, figure 6). Soumelis et al, 

ont pu démontrer que TSLP pouvait activer l’expression de ces chimiokines par les 

cellules dendritiques (177). Cependant dans notre modèle, ces chimiokines sont 
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produites par les kératinocytes alors qu’ils n’expriment pas le récepteur à TSLP. Ceci 

suggère que l’expression de ces molécules, qui est une propriété intrinsèque aux 

kératinocytes déficients pour LEKTI, pourrait être secondaire à l’activité d’autres 

protéases épidermiques ou au microenvironnement instauré par la voie KLK5-PAR2. 

Ainsi en l’absence de LEKTI, il existerait plusieurs mécanismes moléculaires 

intrinsèques aux kératinocytes impliqués dans l’induction de molécules pro-

inflammatoires et pro-Th2. 

En effet, LEKTI possède un large spectre d’inhibition de protéases à sérine. Bien que 

la signalisation induite par la KLK5 semble être un mécanisme précoce et intrinsèque 

aux kératinocytes, d’autres protéases peuvent intervenir dans la mise en place de 

l’inflammation, mais surtout dans l’amplification du mécanisme. Il pourrait s’agir de 

protéases épidermiques ou de protéases sécrétées par les cellules inflammatoires. 

La KLK7, exprimée dans la couche granuleuse de l’épiderme, est une protéase à 

sérine de type chymotrypsique. De la même façon que la KLK5, elle est hyperactive 

en l’absence de LEKTI (78, 62). Sa surexpression dans un modèle murin conduit au 

développement d’un phénotype inflammatoire cutané accompagné du recrutement 

de mastocytes (205). Contrairement à la KLK5, la KLK7 n’active pas le récepteur 

PAR2, ce qui exclue un rôle redondant pour ces deux protéases. Le rôle de la KLK7 

dans la signalisation pro-inflammatoire pourrait être dépendant de sa capacité à 

activer la cytokine IL1β. En effet, l’IL1β est produite de manière constitutive par les 

kératinocytes et stockée sous la forme d’un précurseur inactif. Sa sécrétion est 

stimulée par le détachement de la couche cornée. Il a été démontré que la KLK7 

pouvait activer cette cytokine pro-inflammatoire par clivage protéolytique (376). De 

cette manière, la KLK7 participerait au développement du microenvironnement pro-

inflammatoire puisque l’IL1β est surexprimée et sécrétée dans la peau Spink5-/- suite 

au détachement de la couche cornée (article 1, figures 3 et 4) et indépendamment de 

la voie KLK5-PAR2 (article 1, figure 6). 

La KLK14 est également exprimée par les kératinocytes granuleux et possède à la 

fois une activité trypsique et chymotrypsique. Bien que représentée de manière 

minoritaire dans l’épiderme interfolliculaire, elle est également régulée par LEKTI et 

pourrait donc jouer un rôle dans le développement de la pathologie. Cette hypothèse 

est renforcée par sa capacité à activer le récepteur PAR2 (217) au même titre que la 

KLK5. Des expériences préliminaires effectuées au laboratoire ont montré que 

l’activation de kératinocytes primaires humains  à l’aide de la KLK14 pouvait induire 
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l’expression de TSLP. Cependant, cette induction est dix fois moins efficace que 

celle induite par la KLK5. Ainsi l’inhibition partielle de la surexpression de TSLP, 

TNFα et ICAM1 suite à l’inhibition de l’expression de la KLK5 par un siRNA 

spécifique (article 1, figure 7) pourrait être due en partie à l’activité de la KLK14. 

La peau déficiente en LEKTI est infiltrée par un grand nombre de cellules 

inflammatoires capables de sécréter des protéases. Parmi celles-ci, les neutrophiles 

sécrètent des protéases pro-inflammatoires telles que la cathepsine G et l’élastase. 

Cependant les fragments de LEKTI physiologiques testés ne sont pas capables 

d’inhiber ces protéases (22). Ainsi, ces protéases pourraient aggraver le phénotype 

cutané par la dégradation de la matrice extracellulaire ou encore la maturation de 

chimiokines et de cytokines. De plus, il a été montré que ces deux protéases 

désarmaient le récepteur PAR2 (244). Or les neutrophiles semblent être minoritaires 

dans l’infiltrat inflammatoire de nos souris Spink5-/- et ils ne sont pas observés au 

niveau des couches supérieures de l’épiderme dans lesquelles est normalement 

exprimé et activé PAR2. Ainsi en l’absence de LEKTI, l’hyperactivité de la cathepsine 

G et de l’élastase du neutrophile ne semblent pas jouer un rôle direct dans 

l’inflammation allergique. Ceci suggère que ces cellules pourraient participer à 

l’amplification de l’inflammation et non pas au maintient ou à la mise en place de la 

réponse Th2.  

Par contre, une autre protéase la tryptase produite par les cellules inflammatoire 

pourrait participer au développement du phénotype. Elle est produite de manière 

massive dans les greffes de peau Spink5-/- et diffuse dans l’épiderme déficient en 

LEKTI (article1, figure 3). Ainsi elle pourrait atteindre et activer le récepteur PAR2 au 

niveau des kératinocytes suprabasaux, amplifiant ainsi la signalisation pro-allergique. 

Cette protéase, qui ne fait pas partie des cibles de LEKTI (22, 377) est produite par 

les cellules inflammatoires et non par les kératinocytes. Ceci suggère qu’elle 

participe à l’amplification du phénotype plutôt qu’à l’initiation du processus pro-

allergique.

III- Rôle de LEKTI dans le développement de lésions 

eczématiformes secondaires au défaut de barrière cutanée 
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1- Rôle intrinsèque des kératinocytes SPINK5-/- versus 

détachement de la couche cornée dans le développement d’un 

phénotype eczématiforme 

Le modèle murin invalidé pour le gène Spink5 nous a permis de mettre en 

évidence un événement clé de la physiopathologie du syndrome de Netherton. En 

absence de LEKTI, les protéases épidermiques, KLK5 et KLK7 sont responsables du 

clivage anormal des cornéodesmosomes entrainant la perte de cohésion de la 

couche cornée (78) et un défaut sévère de barrière cutanée (62). Ce défaut primaire 

de barrière épidermique peut favoriser la pénétration d’agents exogènes et le 

développement de manifestations atopiques chez les patients. Cependant, nous 

avons identifié une cascade signalétique impliquée précocement, à l’état 

embryonnaire, qui laisse supposer un rôle plus spécifique de LEKTI dans le contrôle 

de l’inflammation allergique cutanée et ceci indépendamment du défaut de barrière. 

La voie KLK5-PAR2-TSLP est en effet un événement intrinsèque aux kératinocytes 

déficients pour LEKTI qui semble promouvoir la mise en place d’un 

microenvironnement cutané pro-Th2. Ainsi, le blocage de cette cascade pourrait 

permettre d’inhiber la formation de ce micro-environnement et d’améliorer le 

phénotype des patients SN. 

Afin de déterminer si l’inhibition de cette cascade suffi à reverser le phénotype 

eczématiforme dans une peau Spink5-/-, nous avons généré des souris déficientes à 

la fois pour Spink5 et pour Par2 (DKO). A l’état embryonnaire et chez les nouveaux 

nés DKO, l’absence de PAR2 dans un contexte de déficience en LEKTI inhibe de 

manière significative la production de TSLP et de TNFα dans l’épiderme (article2, 

figure 1). Ainsi la voie KLK5-PAR2-TSLP semble favoriser la mise en place d’un 

microenvironnement pro-Th2  et ceci avant toute sensibilisation exogène. 

Cependant, les animaux DKO souffrent d’un décollement de la couche cornée 

similaire à celui observé chez les Spink5-/- et meurent rapidement après la naissance 

(article 2, figure 1). Pour étudier une peau adulte DKO, nous avons eu recours au 

modèle de greffe sur souris nude. Dans les greffes DKO, le défaut de cohésion de la 

couche cornée persiste et les greffons développent une inflammation cutanée 

composée de polynucléaires éosinophiles et de mastocytes (article 2, figure 2). Il 

apparaît cependant que le nombre de mastocytes est inférieur dans les greffes DKO 

par rapport aux greffes Spink5-/-. Bien que  l’absence de PAR2 ne permette pas 

d’inhiber complètement l’inflammation cutanée, elle pourrait réduire l’allergie et 
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modifier ainsi la nature de la réponse immune. Ainsi, l’analyse de l’expression des 

molécules pro-Th2 (TSLP, MDC et TARC) dans les greffes DKO permettra de 

détermina si cette inflammation est toujours de type allergique. De plus, il serait 

intéressant d’étudier des greffes DKO prélevées à différents temps afin de 

déterminer si l’absence de PAR2, normalement impliqué dans la signalisation 

précoce, permet de retarder l’apparition des lésions inflammatoires. Ainsi, bien que 

nous ayons identifié une voie intrinsèque qui pourrait expliquer le développement de 

lésions de type dermatite atopique précoces et indépendantes des stimuli 

environnementaux, l’anomalie de barrière épidermique participe à la progression du 

versant inflammatoire de la maladie.  

La persistance de l’inflammation cutanée dans les greffes DKO pourrait être attribué 

à une expression résiduelle des molécules pro-inflammatoires et pro-Th2 dépendant 

de LEKTI mais indépendantes de PAR2, comme l’IL1β, TARC et MDC. Il apparait 

également que le défaut de barrière cutané persistant et le stress mécanique infligé 

par la dégradation des structures d’adhésions participent au développement de 

l’inflammation cutanée. Néanmoins, cette inflammation secondaire au détachement 

de la couche cornée après dégradation de la desmogléine 1 par les KLK5 et 7 ne 

semblent pas impliquée dans l’orientation de l’inflammation vers une réponse Th2. 

Cette hypothèse est soutenue par une maladie auto-immune, le pemphigus foliacé 

(PF), due à la présence d’auto-anticorps dirigés contre la desmogléine 1 qui 

entrainent l’apparition de bulle (378). Le clivage se produit à l’interface entre la 

couche granuleuse et la couche cornée et génère une fracture assymétrique des 

desmosomes comme le montre l’histologie des souris ayant reçu par injection 

l’anticorps du PF (379). Cette anomalie et similaire à celle observée dans la peau 

déficiente en LEKTI (78, 62). Or à ce jour il n’y a pas d’évidences de l’association 

constante de manifestations atopiques avec le PF. Ainsi le défaut d’adhésion des 

structures desmosmales au niveau des couches granuleuse et cornée ne semble pas 

être directement responsable du développement de lésions eczématiformes chez les 

patients SN. 

2- Défaut de maturation de la filaggrine : un facteur de risque 

aujourd’hui en première ligne 

Parmi les gènes de susceptibilité à la DA, on distingue celui de la filaggrine 

(FLG) dont les mutations présentent une forte association avec l’eczéma atopique, 
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l’asthme et les allergies dans des populations d’origines ethniques différentes (132, 

133). FLG est le gène causal d’un désordre de kératinisation commun à transmission 

autosomique semi-dominante, l’ichtyose vulgaire (42). Les patients qui souffrent de 

cette maladie présentent parfois une prédisposition à l’eczéma et à l’asthme associé 

(de 37 à 50%) (131). Les polymorphismes de FLG dont ceux retrouvés dans la DA 

(les plus fréquent étant les mutations perte de fonction R510X et 2284del4) 

interférent avec la maturation ou la synthèse de la protéine et sont associés à un 

défaut de barrière cutanée favorisant la pénétration de pathogènes à travers 

l’épiderme (42). De plus, chez les patients DA présentant ou non des mutations dans 

FLG, l’expression de la filaggrine est diminuée. Dans le cas de patient exempts de 

mutations, la diminution de la filaggrine est probablement secondaire à l’expression 

locale de cytokines Th2 (IL4 et IL13) qui diminuent l’expression de la protéine dans 

les kératinocytes (380, 381). 

Le défaut en filaggrine est illustré par les souris flaky tail (ft/ft), portant une délétion 

(5303delA) dans le gène FLG conduisant à la synthèse d’une forme tronquée de la 

profilaggrine. L’absence de maturation du précurseur qui en résulte, conduit à 

l’absence de détection de filaggrine dans la peau des animaux ft/ft. En condition SPF 

(Specific Pathogen Free), les souris ft/ft adultes ne développent pas d’inflammation 

cutanée majeure. En revanche, après sensibilisation épicutanée sans perturbation 

préalable de couche cornée (tape stripping), ces animaux développent une 

inflammation cutanée, alors qu’aucun effet n’est observé chez des souris WT. Au 

niveau systémique, la réponse est mixte (Th1, Th2 et Th17) mais il y a cependant 

une augmentation du taux sérique d’IgE spécifiques. Les animaux ainsi sensibilisés 

ne développent pas d’hyper-réactivité bronchique après inhalation du même 

allergène (40). 

Dans la peau de nos animaux Spink5-/- et chez les patient SN, le nombre de grains 

de kératohyaline est diminuée (agranulose) (62, 78). Chez les patients SN, ceci 

coïncide avec un profil d’expression immunohistochimique anormale de la filaggrine 

qui pourrait être secondaire à l’inhibition de son expression par les cytokines Th2. De 

plus, chez les souris Spink5-/- l’équipe a mis en évidence un défaut dans le 

processus de maturation de la profilaggrine (78). Des travaux réalisés dans le 

laboratoire ont mis en évidence le rôle de l’élastase 2, une nouvelle protéase 

épidermique, dans ce processus. En effet, cette protéase hyperactive dans la peau 

déficiente pour LEKTI, est capable de dégrader la profilaggrine in vitro. De plus, les 
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animaux transgéniques pour cette protéase présentent également une agranulose. Il 

n’est donc pas exclu que dans notre modèle, des anomalies de maturation de la 

filaggrine participent au défaut de barrière cutanée et à la progression du phénotype 

inflammatoire.  

Il apparaît évident que la filaggrine joue un rôle majeur dans le développement de 

l’eczéma. Cependant, son rôle ne se restreint pas au défaut de barrière cutanée, 

puisque cette anomalie n’est pas toujours associée au développement d’un 

phénotype atopique, comme observé dans l’ichtyose vulgaire dont seul 37 à 50% 

des patients développent des maladies allergiques (131). On pourrait donc proposer 

un rôle plus direct de la filaggrine. Après maturation de la profilaggrine, sa partie N-

terminale a la capacité d’être transloquée dans le noyau où elle participerait au 

programme de différenciation terminale et notament à la dénucléation des 

cornéocytes (37). Ce fragment N-terminale possèdant une séquence d’adressage au 

noyau est un peptide proche des protéines S100 qui lient leurs protéines cibles de 

manière dépendante du calcium. Il serait intéressant d’analyser si ce peptide 

possède d’autres fonctions plus directement associée à la régulation de signaux pro-

allergiques en liant par exemple des facteurs impliqués dans l’inhibition de 

l’expression de gènes de l’inflammation. 

3- Le syndrome de Netherton et la dermatite atopique 

La DA fait partie des maladies atopiques et partage des caractéristiques 

cliniques avec le SN incluant, des lésions eczématiformes (ou lésion de type 

dermatite atopique ; hyperplasie épidermique, hyperkératose et spongiose, associé à 

un infiltrat inflammatoire dermique essentiellement composé de LT et de mastocytes 

activés), un taux d’IgE sérique élevé, une hyper-éosinophilie sanguine. Comme les 

patients SN, les patients DA ont une tendance élevée à développer de l’asthme ou 

des rhinites allergiques plus tard dans leur vie, un phénomène connu sous le nom de 

« marche atopique ». 

Deux hypothèses sont actuellement proposées pour expliquer la physiopathologie de 

la DA. La première implique une anomalie primaire intrinsèque aux cellules 

épithéliales de la peau qui entrainerait un défaut de barrière cutanée. Cette anomalie 

conduirait dans un second temps à une réponse immunitaire exacerbée envers les 

antigènes pénétrant à travers la peau. La seconde hypothèse attribue un rôle 

primaire au système immunitaire qui favoriserait une réponse de type Th2 et une 
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hyper-IgE entrainant des défauts cutanés secondaires au grattage suivant 

l’hypersensibilité du patient. 

Concernant la première hypothèse, nos travaux réalisés sur les patients SN et les 

animaux Spink5-/- ont permit de mettre en évidence le rôle du défaut de la fonction de 

barrière cutané dans le développement de l’inflammation. Ce défaut pourrait favoriser 

les stimuli environnementaux et une sensibilisation répétée à travers la peau 

conduisant à l’exacerbation d’une réponse de type Th2. En effet, les pathogènes et 

les allergènes seraient alors plus accessibles aux cellules « sentinelles » que sont 

les cellules de Langerhans et les cellules dendritiques. Après migration vers les 

organes lymphoïdes secondaires elles pourraient induire la différenciation des 

lymphocytes T et stimuler l’expression des molécules de localisation cutanée 

(comme le CLA).  

En plus d’être capturés par les cellules présentatrices d’antigènes, les agents 

exogènes peuvent avoir une action plus directe. En effet, certaines protéases 

dérivées des acariens (comme Derp3) ont la capacité d’activer le récepteur PAR2. 

Ainsi les protéases des allergènes pourraient activer la voie PAR2-TSLP. Ce lien 

entre le défaut de barrière cutanée et l’induction d’un microenvironnement pro-

allergique, fournirait une relevance pour la voie que nous avons identifié dans le 

développement de la DA. Elle pourrait dans ce cas être induite secondairement au 

défaut de barrière. 

La théorie du défaut primaire de la fonction de barrière cutané semble soutenue par 

la dermatite « extrinsèque » (EAD) qui concerne 70 à 80 % des patients DA. Chez 

ces patients, la sévérité de la maladie coïncide avec l’hyper-IgE sérique. Ceci 

pourrait donc être secondaire à une sensibilisation répétée à travers la peau.  

Cependant, cette hypothèse est modulée par toutes les pathologies avec un défaut 

de barrière cutanée qui ne présentent pas de manifestations atopiques, telles que le 

psoriasis ou l’ichtyose lamellaire. De plus, ce scénario ne permet pas d’expliquer le 

développement précoce des allergies avant sensibilisation par des allergènes 

environnementaux. En effet, il est difficile d’expliquer la survenu de DA dite 

« intrinsèque » (IAD) qui concerne 20 à 30% des patients DA et qui serait 

indépendante de la réponse IgE et donc de la pénétration d’allergènes. L’absence de 

l’hyper-IgE laisse supposer une réaction inflammatoire sans reconnaissance ni 

capture de facteurs antigéniques. Ceci sous entend donc une réponse due à un 

désordre intrinsèque du système immunitaire ou des cellules épithéliales de la peau 
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tel que l’activation de la voie KLK5-PAR2-TSLP induisant directement un 

microenvironnement pro-Th2 et ce indépendamment de la production d’IgE. Ceci est 

renforcé par les souris à la fois transgéniques pour Tslp et déficiente pour le TCR, 

dont la surexpression épidermique de TSLP est suffisante pour induire une réponse 

inflammatoire sans intervention des lymphocytes T, et sans production d’IgE (197). 

Néanmoins, les patients souffrant d’IAD sont minoritaires par rapport à l’EAD. Il est 

possible que parmi les patients EAD, il y ait des IAD aggravé par le défaut de 

barrière. En effet, un patient souffrant d’IAD développe des lésions de DA. Ces 

lésions infiltrées par des cellules immunitaires conduisent au développement du 

prurit et à plus long terme à l’altération de la fonction barrière par le comportement de 

grattage, la dégradation des matrices par les protéases de l’inflammation ou encore, 

la diminution de l’expression de la filaggrine induite par les cytokines Th2. 

La seconde hypothèse du défaut intrinsèque du système immunitaire est illustrée par 

les maladies de l’IPEX (Immunodérégulation, Polyendocrinopathies, Entéropathie 

auto-immune liée au chromosome X) (137) et le syndrome de WAS (Wiskott-Aldrich) 

(139). Ces maladies d’origine immunitaire présentent un défaut du nombre et de la 

fonction des lymphocytes T régulateurs responsable dans un second temps du 

développement de lésions de type dermatite atopique. Une telle anomalie du 

système immunitaire pourrait également jouer un rôle dans le SN. En effet, LEKTI 

pourrait avoir un rôle direct dans l’homéostasie du système immunitaire comme le 

suggère son expression dans les corpuscules de Hassal du thymus. 

Ainsi, il apparaît difficile de déterminer quel est l’événement déclencheur des lésions 

de DA. Les deux composantes épidermique et immunitaire semblent s’associer pour 

aggraver le phénotype clinique. 

L’ensemble de nos travaux et les données de la littérature confirment qu’un défaut 

intrinsèque, cutané ou immunitaire pourrait conduire au développement de lésions 

eczématiformes précoces. En revanche, le maintient de l’intégrité de l’épiderme est 

essentiel pour limiter la propagation et l’aggravation de la maladie selon une 

cinétique plus tardive. 
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Partie B : Rôle de LEKTI dans l’inflammation allergique 

systémique 

I- Polymorphismes de SPINK5 associés à l’atopie 

En 2001, Walley et al. ont mis en évidence l’association d’un polymorphisme 

fonctionnel de SPINK5, G1258A, avec la dermatite atopique (DA), l’hyper-IgE 

sanguine et l’asthme (85). Cette a été par la suite reproduite dans d’autres études 

réalisées sur des populations d’origines ethniques différentes association (81, 83, 84, 

367). Le polymorphisme G1258A, conduit à l’apparition d’un résidu lysine 

(Glu420Lys) dans la région linker entre les domaines D6 et D7 de la protéine (85). La 

présence de cet acide aminé crée un motif plus affin pour les convertases et pourrait 

être associée à la formation d’un nouveau site de clivage dans le précurseur de 

LEKTI. Ceci entrainerait la disparition de fragments fonctionnels de LEKTI. Etant 

donné que les différents fragments mono ou multimériques de LEKTI ont des 

capacités inhibitrices différentes, il est possible que le Glu420Lys conduise à la perte 

de fragments efficaces et à la diminution de l’activité inhibitrice envers des protéases 

endogènes et/ou exogènes favorisant ainsi le défaut de barrière cutanée et/ou 

l’inflammation. Cependant, l’association entre Glu420Lys et la DA ou l’asthme n’est 

pas retrouvée dans toutes les études (382-384). Ces résultats discordants sont le 

reflet de la variabilité génétique et environnementale existant entre ces différentes 

populations et de la complexité multifactorielle de la maladie qui intègre ces deux 

composantes. 

De plus, une étude plus récente réalisée sur une population d’origine chinoise a 

révélé la présence, dans le promoteur de LEKTI, d’un autre polymorphisme associé à 

l’asthme. Cette variation allèlique (-206G>A) semble affecter l’activité du promoteur 

de LEKTI et diminuer l’expression de la protéine (385). 

Ainsi, l’ensemble de ces données viennent renforcer l’hypothèse selon laquelle 

LEKTI jouerait un rôle dans le contrôle de la réponse allergique au niveau cutané et 

systémique. 
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II- Rôle direct de LEKTI sur la mise en place d’un biais Th2 dans 

le syndrome de Netherton  

Nos résultats ont démontré que l’épiderme déficient pour LEKTI jouait un rôle 

intrinsèque clé dans le développement de l’inflammation cutanée de type allergique 

et ce en absence de lymphocytes. Néanmoins, ces observations n’excluent pas le 

rôle du système immunitaire adaptatif dans la progression de la maladie. En effet, les 

patients SN développent de nombreuses manifestations allergiques (eczéma 

atopique, rhinite allergique et asthme allergique) accompagnées d’un taux élevé 

d’IgE sériques, ce qui suggère une réponse immunitaire de type Th2 exacerbée.  

Nous avons ainsi entrepris l’étude de la polarisation de la réponse T chez une 

cohorte de 10 patients atteints du SN. Nos résultats préliminaires ont permis de 

mettre en évidence une surexpression transcriptionnelle, de la cytokine Th2 IL4, par 

les PBMCs (Résultats, Partie 3). Ces résultats seront complétés par une étude du 

profil de sécrétion cytokinique des lymphocytes CD4+ isolés et activés par un 

stimulus non spécifique (anti-CD3/anti-CD28). Néanmoins, ces données suggèrent  

que l’absence de LEKTI pourrait favoriser le biais Th2 de manière plus ou moins 

direct. D’une part, il pourrait s’agir d’une anomalie secondaire à la réponse allergique 

cutanée, encore appelé « marche atopique ». Cette notion suggère qu’une 

sensibilisation répétée à travers la peau favoriserait le développement d’une 

hypersensibilité au niveau d’autres organes notamment les poumons. D’autre part, le 

biais Th2 et l’hypersensibilité systémique pourrait être une conséquence plus directe 

de l’effet de l’absence de LEKTI sur le système immunitaire.  

LEKTI est essentiellement exprimée au niveau des tissus en contact avec 

l’environnement tels que la peau et les muqueuses. En plus de cette localisation qui 

semble évidente au regard de son rôle dans le maintient de la fonction de barrière et 

la régulation des signaux pro-inflammatoires, LEKTI est exprimé par les corpuscules 

de Hassal du thymus (HCs) (70). Il s’agit d’une structure kératinisée qui exprime un 

ensemble de gènes communs aux kératinocytes de l’épiderme, tel que des 

kallikréines (386) ou des cytokeratines (387). Le thymus n’est pourtant pas un organe 

destiné à rencontrer des agents exogènes, ni un organe soumis à des réactions 

inflammatoires. Le rôle de LEKTI au niveau de cette structure particulière reste donc 

à élucider.  
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Cependant, de manière intéressante, nous avons pu observer que PAR2 était 

exprimé par les HCs thymique, de même que TSLP (360). De plus, il semblerait que 

les KLK5 et KLK14 soient également exprimées dans le thymus (388). Ces protéases 

sont des cibles de LEKTI (22, 389) et ont la capacité d’activer le récepteur PAR2 

(217). La présence de tous ces acteurs dans les corpuscules de Hassal suggère que 

la cascade moléculaire que nous avons identifiée pourrait donc être également mis 

en jeu dans cet organes.  

En condition physiologique, TSLP exprimée par les HCs aurait un rôle dans le 

développement des lymphocytes T régulateurs (Treg) des cellules essentielles au 

contrôle de la réponse immunitaire. Ces cellules sont notament capables de moduler 

la réponse T aux allergènes. TSLP active les cellules dendritiques proches des HCs 

qui vont ensuite induire la différenciation des Treg Foxp3+ (360). Peut-on imaginer 

qu’une production incontrôlée de TSLP puisse affecter le mécanisme de 

différenciation de Treg Foxp3+ ?  

Une anomalie de la fonction ou du nombre des Treg Foxp3+ dans le SN coïnciderait 

avec celles observées dans la dermatite atopique. En effet, bien que le nombre de 

ces cellules circulantes soit augmenté chez les patients DA (161), le nombre des 

Treg Foxp3+ est diminué dans les lésions de DA (160). De plus, une étude récente a 

montré que chez les patients DA présentant un taux d’IgE élevé, il existe une 

population de Treg circulant possédant des propriétés pro-Th2 (162). Ces cellules 

normalement destinées à moduler la réponse immunitaire joueraient alors un rôle 

inverse à leur fonction initiale en sécrétant des molécules favorisant la réponse 

allergique. Il serait ainsi intéressant de déterminer si cette population particulière de 

Treg est également présente chez les patients SN et participe au développement du 

phénotype atopique. La génération d’une telle population de Treg pourrait être un 

défaut intrinsèque au SN, indépendant des stimuli environnementaux.  On pourrait 

donc proposer un rôle de LEKTI dans la régulation de l’homéostasie thymique et des 

lymphocytes Treg. 

Un autre scénario pourrait être envisagé. Dans la medulla thymique, les cellules 

dendritiques (DCs) en contact avec les HCs produisant TSLP pourraient acquérir les 

mêmes propriétés que les DCs activées par TSLP dans un autre tissu. Est-ce qu’une 

fois en contact avec les thymocytes, ces DCs activées pourraient induire une 

prédisposition vers une différenciation Th2 ? Cette hypothèse suppose que LEKTI 

puisse réguler l’expression de OX40L à la surface des DCs thymique via l’induction 
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de TSLP de la même manière que dans la peau. Ainsi la formation du complexe 

OX40/OX40L prédisposerait les thymocytes à se différencier en Th2. 

Enfin, le rôle de LEKTI dans le thymus pourrait également être indépendant de 

TSLP. Son rôle dans l’homéostasie du système immunitaire pourrait dépendre de 

l’inhibition d’autres protéases. D’autres protéases pourraient jouer un rôle équivalent 

de celui de la KLK5 et être exprimées dans les corpuscules de Hassal telles que les 

KLK6 (386) et 14, ou de protéases à sérine thymique comme TSSP (Thymus-

Specific Serine Protease) (390). Cependant la TSSP est une protéase exprimée au 

niveau des cellules épithéliales du cortex (390). LEKTI étant exprimé par les HC 

localisés dans la medulla, la rencontre de l’inhibiteur avec cette protéase suppose 

une diffusion de ces deux partenaires potentiels. Ainsi d’autres cibles potentielles de 

LEKTI dans le thymus restent à identifier. 

L’action de LEKTI dans le thymus reste à élucider, car jusqu’à présent nous ne 

savons pas si le microenvironnement Th2 mis en place au niveau de la peau est 

suffisant pour induire un désordre systémique. Ainsi, il sera nécessaire de déterminer 

si le thymus SPINK5-/- participe au développement de la réponse inflammatoire. Ceci 

nous permettra d’évaluer la contribution respective de la peau et du thymus dans le 

développement des maladies allergiques récurrentes du SN.  

Pour répondre à cette question, deux modèles devront être développés : des greffes 

de peau Spink5-/- sur des souris de même fond génétique et immunocompétentes et 

des greffes de thymus Spink5-/- sur des souris nude athymiques. Que ce soit les 

souris ayant reçu une greffe de peau ou celles ayant reçu une greffe de thymus, les 

études réalisées seront les mêmes : 

- Mesure de la concentration sérique en IgE ; 

- Polarisation de la réponse T ; 

- Etude du phénotype cutanée ; 

- Test de la sensibilité bronchique. 

De cette façon, nous déterminerons si la peau et/ou le thymus sont responsables du 

développement de l’allergie au niveau systémique. 

Ces résultats permettront une meilleure compréhension de la physiopathologie du 

SN mais également de la dermatite atopique dont la contribution des deux aspects, 

cutané et immunologique, reste encore à éclaircir. 
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III- Rôle de TSLP dans la propagation de la réponse Th2

Que ce soit chez l’homme ou chez la souris, l’absence de LEKTI dans 

l’épiderme est associée à la surexpression par les kératinocytes de la cytokine pro-

Th2, TSLP. Dans la peau, les cellules de Langerhans activées par TSLP 

entreprennent une migration vers les organes lymphoïdes secondaires. Cette 

migration coïncide avec la diminution du nombre de cellules Langérine+ dans 

l’épiderme des patients DA (177) et des patients SN qui surexpriment TSLP 

(Résultats Partie 3, Figure 7). Une fois dans les ganglions drainants la peau, les 

cellules de Langerhans induisent la différenciation des lymphocytes Th0 en 

lymphocytes Th2.  

Des études récentes suggèrent qu’en plus d’être nécessaire et suffisante pour 

induire des lésions eczématiformes, TSLP participerait à la progression du 

phénotype atopique. En effet, les souris surexprimant TSLP dans l’épiderme 

développent une hypersensibilité bronchique après inhalation d’allergènes et ce en 

absence de sensibilisation épicutanée. De manière intéressante, l’inactivation 

génétique de TSLP ou de son récepteur, abolit ce processus (317, 350). Ce 

phénotype d’hypersensibilité bronchique pourrait être dû à l’augmentation du taux 

sanguin de la cytokine secondaire à sa production massive par les kératinocytes 

(317, 350). TSLP pourrait alors diffuser jusqu’aux poumons et activer les cellules 

dendritiques associées à l’épithélium. De plus, son action à distance pourrait être 

supportée par les cellules impliquée dans le développement de l’asthme et qui 

expriment son recepteur, comme les mastocytes ou les cellules dendritiques (DCs). 

Après leur activation par TSLP les mastocytes sécrètent des cytokines pro-Th2  

(178) et les DCs produisent des chimiokines attractant les LTh2 telles que TARC et 

MDC (177). Ces cellules activées par TSLP au niveau d’autres tissus, comme les 

poumons, ou dans la circulation sanguine pourraient alors favoriser le 

développement d’une réponse allergique systémique. Ainsi, TSLP serait un acteur 

clé qui permettrait la progression des lésions eczématiformes vers le développement 

de l’asthme allergique. 

Nos travaux réalisés sur des souris immunodéficientes (greffes sur souris 

nude) ne nous ont pas permis d’étudier ce mécanisme. Le développement d’un KO 

conditionnel inductible viable à l’âge adulte ou la réalisation de greffes de peau KO 
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sur des souris immunocompétentes fourniront des éléments de réponse à cette 

question. Ces modèles nous permettront d’étudier le taux sérique de TSLP et leur 

réponse à la sensibilisation bronchique par un allergène. 

De plus nous analyserons la concentration de TSLP dans le sérum des patients SN. 

La diffusion de TSLP dans le sérum et l’activation des cellules circulantes ou 

résidentes dans d’autre tissus, pourrait expliquer la survenu de complications 

allergiques chez ces patients. La spécificité de ce mécanisme induit par TSLP devra 

être confirmée grâce à la quantification de TSLP dans le sérum de patients atteints 

d’ichtyose mais ne présentant pas de manifestation atopiques constantes. C’est le 

cas par exemple de l’ichthyose lamellaire de type 1 (OMIM, 242100) due à des 

mutations dans le gène TGM1 (Transglutaminase 1). Cette ichtyose congénitale 

présente des caractéristiques cliniques proches de celles du SN, telle que 

l’érythrodermie desquamative (32). L’absence de la TGM1 entraine un défaut de 

formation de l’enveloppe cornée et est associée à l’altération de la composition 

lipidique conduisant à une organisation anormale des lamelles lipidiques 

intercornéocytaires. Ce plus cette anomalie semble affecter l’assemblage des 

cornéodesmosomes (391). Ces désordres affectant la formation de l’enveloppe 

cornée et l’adhésion intercornéocytaire participent à l’augmentation de la 

perméabilité épidermique. Cependant, la littérature ne rapporte pas de 

manifestations atopiques constantes chez les patients atteints d’ichtyoses 

lamellaires. L’absence de surexpression de TSLP dans l’épiderme de ces patients, 

pourrait expliquer la différence entre l’ichtyose lamellaire et le syndrome de 

Netherton. Ainsi en absence d’atopie systèmique, TSLP ne devrait pas être détectée 

dans le sérum des patients atteints d’ichtyose lamellaire. 
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Partie C : Perspectives thérapeutiques du syndrome de 

Netherton 

Bien que certains essais de thérapie comme le picrolimus offrent des 

perspectives positives pour l’amélioration de la condition des patients atteint du 

syndrome de Netherton, il n’existe à ce jour aucun traitement spécifique de la 

maladie. 

L’avancée des connaissances des mécanismes physiopathologiques du SN met en 

évidence la nécessité de traiter les deux versants de la maladie : le défaut de 

barrière cutanée et l’inflammation allergique. 

I- Inhibition de l’inflammation allergique 

De même que pour la DA, la composante inflammatoire du SN doit être 

maitrisée pour améliorer le phénotype clinique des patients. En effet, lors de 

l’inflammation un certain nombre de molécules telles que les protéases sécrétées par 

les cellules immunitaires ou encore les cytokines Th2 qui régulent négativement 

l’expression de la filaggrine, contribuent au maintient et à l’aggravation du phénotype 

cutané. De plus, les médiateurs tels que l’histamine ou encore l’activation de PAR2 

au niveau des cellules nerveuses sensorielles sont responsables du déclenchement 

de démangeaisons entraînant le grattage et le stress mécanique de l’épiderme qui 

exacerbe la réponse inflammatoire. 

Il existe déjà un certain nombre de traitements pour bloquer l’inflammation, mais il 

s’agit essentiellement de traitements immunosuppresseurs visant les lymphocytes T. 

A long terme, ces traitements pourraient favoriser le développement d’infections 

récurrentes. Il apparait donc nécessaire d’identifier des cibles plus spécifiques de 

l’allergie. Parmi celles-ci, on pourrait envisager un traitement bloquant TSLP, par 

l’administration systémique d’anticorps. Cette hypothèse est renforcée par les 

modèles murins dont un acteur de la voie de TSLP a été inhibé en invalidant TSLP 

ou son recepteur (317, 350). Ces animaux ne développent plus de lésion 

eczématiformes et deviennent insensibles à l’inhalation d’allergènes spécifiques. 

Une autre approche pourrait viser à inhiber la signalisation en aval du recepteur 

PAR2, dont le rôle dans la mise en place de signaux pro-allergiques a été démontré 
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(368). Ce type d’approche a été testé par différentes équipes dans des models 

animaux de maladies inflammatoires. C’est le cas d’un modèle d’arthrite rumathoïde 

dans lequel l’administration d’anticorps bloquant, d’un siRNA dirigé contre PAR2 ou 

d’un peptide antagoniste a permis d’atténuer l’inflammation (392). Des résultats 

encourageant ont également été obtenu dans un model de thrombose glomerulaire 

renale chez le rat. L’administration d’un peptide bloquant de PAR2 a permis d’inhiber 

la surexpression du TNFα (393). Comme chez nos souris DKO, le blocage de la 

signalisation induite par PAR2  permet la diminution des signaux proinflammatoires 

mais ne réverse pas entièrement le phénotype. Ainsi le blocage de cette voie 

spécifique pourrait être utilisé pour ralentir l’inflammation, en complément d’autres 

traitements visant par exemple à rétablir la fonction de barrière épidermique. 

L’utilisation d’inhibiteur de protéases pourrait inhiber indirectement la signalisation de 

PAR2. Cette stratégie qui permettrait également d’inhiber le clivage des 

cornéodesmosomes dans le cas du SN, pourrait être pertinente. 

II- Inhibition de la kallikréine 5 : identification d’inhibiteurs 

efficaces et spécifiques 

Nous avons pu mettre en évidence la dualité du rôle de la kalikréine 5 dans la 

progression des deux versants de la maladie. Ainsi, la KLK5 est une cible de choix 

pour inhiber à la fois le défaut primaire de barrière cutanée et la mise en place d’un 

environnement pro-allergique au niveau la peau. De plus, la KLK5 semble être au 

sommet de la cascade protéasique dérégulée dans l’épiderme SPINK5-/-. En effet, 

elle est capable de s’auto-activer mais également d’activer la KLK7. De plus, des 

expériences menées au laboratoire ont mis en évidence la capacité de la KLK5 à 

activer l’Elastase 2 in vitro.

1- Identification d’inhibiteurs potentiels de la KLK5 

L’identification d’inhibiteurs spécifiques et efficaces de la KLK5 peut être réalisée 

de plusieurs manières :

- le criblage à haut débit (High Throughput Screening, HTS) d’une 

chimiothèque (banque de molécules chimiques ou naturelles). Lorsque la 

protéase d’intérêt est mise en présence et son substrat synthétique le 

clivage protéolytique est révélé par une réaction chromogène ou une 
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émission de fluorescence. Le criblage consiste à mettre en évidence une 

molécule qui empêche le clivage du substrat par la protéase ; 

- la modélisation in silico permet de prédire la structure moléculaire 

optimale d’un inhibiteur pour une protéase d’intérêt. Pour cela, le site actif 

de l’enzyme est modélisé grâce aux données cristallographiques de la 

littérature. La prédiction d’un inhibiteur optimal est basée sur l’interaction 

maximale de sa structure avec la poche catalytique de l’enzyme (Docking). 

Ces deux technologies sont complémentaires pour identifier le meilleur inhibiteur 

puisqu’après identification d’une molécule par HTS, le squelette moléculaire pourra 

être intégré in silico afin d’améliorer la relation structure/fonction.  

Cependant, l’identification de molécules par ces deux techniques ne garantit pas leur 

efficacité thérapeutique. Il est donc nécessaire de réaliser des étapes de validation in 

vivo. 

2- Validation des inhibiteurs ex vivo et in vivo

Nous possédons au laboratoire des modèles cellulaires et murins qui aideront 

à la validation des  molécules inhibitrices sélectionnées. 

Dans un premier temps, les inhibiteurs pourront être testés ex vivo pour leur capacité 

à inhiber la voie KLK5-PAR2 dans les cellules de patients SN. Après ajout de la 

molécule dans le milieu de culture, l’efficacité d’inhibition sera évaluée par l’analyse 

transciptionnelle des gènes cibles de cette voie (TSLP, ICAM1, TNFα, IL8). 

Dans un second temps, nous disposons de plusieurs modèles murins qui permettront 

de juger de l’efficacité des molécules pour la réversion du phénotype clinique : 

- les greffes de peau Spink5-/- ; 

- les souris transgéniques pour la KLK5 qui reproduisent également les 

anomalies majeures du SN (Annexe 2) ; 

- un modèle de souris KO conditionnel inductible pour Spink5 développé 

en collaboration avec la clinique de la souris de Strasbourg. 

La particularité du SN vient du fait que l’anomalie primaire, l’hyperactivité des 

protéases épidermiques, est un événement déclenché dans les couches les plus 

différenciées de l’épiderme et donc les plus accessibles. De plus, la KLK5 est 

sécrétée à l’interface entre la couche granuleuse et la couche cornée ce qui ne 
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nécessite pas la pénétration de la molécule à l’intérieur de la cellule. Ainsi, le choix 

d’une application topique des inhibiteurs semble judicieux.  

Il y a cependant des contraintes à cette approche. On ne peut pas administrer une 

molécule de trop haut poids moléculaire à travers la couche cornée. En effet, la taille 

maximale des molécules préconisées pour l’application topique est de 400 Da 

environ. Cependant, chez nos animaux Spink5-/- et chez les patients SN, la couche 

cornée est souvent détachée de l’épiderme sous-jacent, ce qui procure une meilleure 

accessibilité à la couche granuleuse. Malheureusement, ce décollement est cyclique 

et alterne avec la présence d’une couche cornée parfois très épaisse 

(hyperkératose). Ainsi, la nature de l’excipient devra être choisie avec précaution 

pour permettre la diffusion de la molécule à travers la couche cornée. 

Lors de ces tests précliniques, la réversion du phénotype cutanée et l’absence d’effet 

secondaire ou toxique de la molécule permettra d’envisager le développement de 

tests cliniques chez l’homme. 

A ce jour, les traitements développés pour la DA, sont souvent utilisés pour 

améliorer la condition clinique des patients SN. Ces deux pathologies partagent en 

effet un certain nombre de similitudes qui permettent d’étendre les avancées de la 

compréhension des voies physiopathologiques à l’une ou à l’autre. Il n’est donc pas 

exclu que les traitements développés pour le SN puissent être appliqués à des 

patients atteints de dermatite atopique et que l’inhibition des protéases épidermiques 

puissent également améliorer le phénotype des patients atteints de DA. 

Ainsi la compréhension et les avancées thérapeutiques réalisées au bénéfice d’une 

maladie orpheline monogénique, le syndrome de Netherton, pourraient profiter à un 

plus grand nombre de patients atteints de cette maladie plus commune qu’est la 

dermatite atopique. 
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Figure 29- Schéma récapitulatif du rôle de l’épiderme SPINK5-/- dans le 

développement de lésions eczématiformes. 
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Figure 29- Schéma récapitulatif du rôle de l’épiderme SPINK5-/- dans le 

développement de lésions eczématiformes.  

En l’absence de LEKTI, la kallikréine 5 (KLK5) hyperactive joue un rôle dans le 

défaut de barrière cutanée et le déclenchement de signaux pro-inflammatoires et pro-

allergiques.  

In utero la KLK5 clive le récepteur PAR2 qui active NF-κB et induit directement 

l’expression de TSLP, IL8 et TNFα par les kératinocytes. La KLK5 est également 

directement ou via l’activation de la KLK7, responsable de la dégradation des 

desmosomes à l’interface entre la couche granuleuse et la couche cornée. Ceci 

entraine le détachement de la couche cornée et la sécrétion de d’IL1β, IL8 et TNFα

par les kératinocytes stressés mécaniquement. La proforme de l’IL1β peut alors être 

activée par la KLK7. De plus, ces signaux peuvent induire la sécrétion des 

chimiokines pro-Th2, TARC et MDC. L’ensemble de ces médiateurs induit le 

recrutement et l’activation des polynucléaires éosinophiles (PE) et des mastocytes 

(MC) dans le derme. Parallèlement à ces mécanismes indépendants du système 

immunitaire adaptatif, TSLP est connu pour activer les cellules de Langerhans (LC) 

qui migrent alors vers les ganglions lymphatiques dans lesquels elles induiront la 

différenciation des lymphocytes Th0 en lymphocytes Th2. Ainsi les kératinocytes 

activés, les polynucléaires éosinophiles et les mastocytes participent à la mise en 

place d’un microenvironnement pro-allergique en absence de stimuli exogènes. 

Après la naissance le défaut de barrière cutanée, consécutif à la dégradation des 

desmosomes par les KLK5 et 7 ainsi qu’au défaut de maturation de la filaggrine (Flg) 

secondaire à l’hyperactivité de l’élastase 2 (Ela2), favorise la pénétration d’agents 

exogènes. Ces pathogènes et allergènes peuvent déclencher la sécrétion de 

cytokines et chimiokines par les kératinocytes après reconnaissance par les toll-like 

récepteurs. De plus les agents pénétrant la peau pourront être pris en charge par les 

LCs et les cellules dendritiques (DC) et les présenter aux lymphocytes dans les 

organes lymphoïdes périphériques. Les acariens sécrétant des protéases (telle que 

Derp3) peuvent également activer PAR2 et déclencher la voie pro-allergique. 

L’ensemble de ces événements viendront s’ajouter à ceux mis en place précocement 

pour favoriser le développement de lésions eczématiformes dans la peau déficiente 

en LEKTI et probablement favoriser le développement d’une réponse allergique 

systémique. 
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CONCLUSION GENERALE

Le syndrome de Netherton (SN) est une ichtyose congénitale rare et sévère à 

transmission autosomique récessive et caractérisée par un défaut de barrière 

cutanée et par le développement de maladies allergiques. Le SN est dû à la perte 

d’expression du gène SPINK5 codant l’inhibiteur de protéase LEKTI, exprimé 

principalement dans la couche granuleuse de l’épiderme, dans les muqueuses et 

dans les corpuscules de Hassall du thymus. L’absence de LEKTI dans l’épiderme 

entraine l’hyperactivité des protéases KLK5 et 7 qui dégradent les structures 

d’adhésion intercornéocytaires entrainant le détachement en bloc de la couche 

cornée. Nous avons identifié une nouvelle cascade signalétique impliquant le 

clivage, par la KLK5, de PAR2 à la surface des kératinocytes qui active le facteur de 

transcription NF-κB et induit l’expression de molécules pro-inflammatoires (ICAM1, 

TNFα et IL8) et pro-Th2 (TSLP) (Figure 29). La voie KLK5-PAR2-TSLP est une 

propriété intrinsèque aux kératinocytes SPINK5-/-, indépendante du défaut de 

barrière cutanée et du système immunitaire adaptatif. Cette cascade biologique 

activée à l’état embryonnaire peut expliquer l’apparition de lésions eczématiformes 

chez les patients SN et ce dès la naissance. L’étude d’animaux déficients à la fois 

pour Spink5 et pour Par2 a confirmé l’importance de cette cascade dans l’induction 

des messages pro-allergiques précoces. Cependant, le contrôle de cette voie ne 

rétablit pas la fonction de barrière cutanée et ne réverse que partiellement le 

phénotype inflammatoire dans une peau adulte. L’ensemble de ces travaux ainsi que 

le phénotype atopique des patients SN qui le distingue des autres ichtyoses, laisse 

supposer un exacerbation de la réponse Th2. Ainsi, l’analyse fonctionnelle et la 

caractérisation des cellules immunitaires circulantes et infiltrées dans la peau des 

patients est nécessaire pour mieux comprendre le versant immunologique de la 

maladie. L’ensemble de nos résultats soulignent l’importance du contrôle de 

l’inflammation mais aussi du maintien de la fonction de barrière épidermique pour 

l’amélioration des symptômes cliniques du SN. La dualité de la KLK5, qui induit à la 

fois le défaut de barrière cutané et les signaux pro-allergiques (Figure 29) en fait une 

cible de choix pour le développement d’une thérapie ciblée du SN. L’avancée des 

connaissances physiopathologiques et des traitements du SN pourront être 

étendues à une maladie plus commune multifactorielle, la dermatite atopique, qui 

partage des caractéristiques cliniques avec cette maladie monogénique. 
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Confirmé:  � Suspecté: �

Antécédents familiaux: non � oui �

atopie �

surdité �

kératite �

Manifestations cliniques/biologiques, voir le tableau de la page suivante :  
Si la réponse est NON, inscrire : - (moins) 
Si la réponse est OUI, inscrire : +, et/ou (si possible):1, 2, 3 selon l’intensité (3 étant le plus sévère)/ 
L’objectif est d’évaluer l’évolution de la maladie.
Si les manifestations sont permanentes ou chroniques (amélioration ou rechute), inscrire : P ou C 
Ex: Erythème :  NON     : - 
OUI, permanente, sévère  : + et/ou P 3

CENTRE DE REFERENCE 

MALADIES ORPHELINES DE LA PEAU 

MIDI-PYRENEES
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Intensité de chaque manifestation: de 1 
à 3 

Période 
Néonatale 

1m<âge<3a 3a<âge<10a
10a<âge<16

a 
Adulte 

Bébé collodion      

Erythrodermie desquamative (P/C)      

Ichtyose (P/C)       

Erythème (P/C)       

Ichtyose linéaire circonflexe      

Hyperkératose      

Lichénification des plis/Macération       

Erythème de la face (P/C)       

Peau douloureuse (P/C)      

P
E

A
U

 

Prurit 0 to 10 (P/C)      

Alopécie des cheveux (a), cils (b), sourcils 
(c) 

     

Perte/croissance chronique des cheveux      

Trichorrhexis invaginata (cheveux (a), cils 
(b), sourcils (c)) 

     

C
H

E
V

E
U

X
 

Autres Trichorrhexis Nodosa (TN), Pili 
Torti (PT) 

     

Eruption eczématiforme (prédominance 
périorale) 

     

Asthme      

Angio-oedème      

Fièvre      

Urticaire      

Allergie       

HyperIgE (titre UI/ml)      

M
a
n

if
e
s
ta

ti
o

n
s

 

a
to

p
iq

u
e
s
 

Hyperéosinophilie (nombre/ml)      

Infections fréquentes      

Systémique (d), cutanées (e), autres (f)      

Gram+, Gram-, Virus, mycoses, autres : ...      

S
o

in
s

Déshydration hypernatrémique (Na
+
, 

nombre d’épisodes) 
     

Retard de développement       

C
ro

is
s
a
n
c
e
 

Retard de croissance (taille et poids 
actuels) 

     

Anomalie du système nerveux central      

Retard mental      

M
a
n

if
e
s
t.

 

n
e
u

ro
 

Convulsions       

Anomalies pulmonaires      

Anomalies dentaires       

Déficit immunitaire      

A
u

tr
e
s
 

Troubles  métaboliques /Hormonaux 
(Ph

2+
, Ca

2+
, PTH …) 

Autres: surdité, kératite, cataracte, 
troubles digestifs…
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CRITERES DE SELECTION

Critères d’inclusion 

        Oui Non 

1. Majeur ou mineur  âgé de 8 ans ou plus __ __

2. Affilié à un régime de sécurité sociale   __ __

3. Forte suspicion du syndrome de Netherton  __ __

4. Consentement libre et éclairé signé   __ __

IMPORTANT : Si une ou plusieurs cases NON sont cochées, le patient n’est pas inclus dans l’étude 

Critères de non inclusion

Oui Non 

1. Incapacité de comprendre la nature et les buts de l’étude et/ou difficultés de 

communication avec l’investigateur 
__ __

2. Privation de liberté par décision judiciaire ou administrative, __ __

3. Prise d'un traitement interdit, notamment immunosuppresseur 

Autre traitement : précisez 
__ __

4. Contre-indication à la Xylocaïne __ __

5. Etat pathologique ou psychologique incompatible avec le bon déroulement de 

l'étude 

Précisez 

__ __

6. Participation à une autre recherche biomédicale avec prise d’un médicament 

expérimental dans les 3 mois précédant la visite de sélection ou en période 

d'exclusion pour une autre recherche biomédicale 

__ __

IMPORTANT :  Si une ou plusieurs cases OUI sont cochées, le patient n’est pas inclus dans l’étude 
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Fiche d’inclusion : 

Au terme de la visite de sélection et de la vérification des critères d’inclusion et de non inclusion, le sujet est-
il inclus dans l’étude ?                 Oui           Non 

Si ‘Oui’, notez le numéro du sujet : ______

Date d’inclusion :  ____-____-________

       jj           mm             aaaa 

Nom et signature de l’investigateur :  
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BILAN BIOLOGIQUE  

Date:   ____-____-________
       jj           mm             aaaa 

Résultats  

TESTS:

Intitulé du test : immunomarquage de LEKTI sur biopsie cutanée fixée au formol. 

Date:   ____-____-________

Immunomarquage de LEKTI :    positif �  négatif �

Résultats : 

Commentaires : 

TESTS:

Intitulé du test : analyse moléculaire du gène SPINK5 par séquençage 

Date:   ____-____-________

Confirmation du syndrome de Netherton :    oui �  non �

Résultats : 

Identification des mutations :  1 - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

    2 - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

Commentaires : 

AUTRES EXAMENS :

Date:   ____-____-________

Résultats 
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MISE EN CULTURE DES KERATINOCYTES

Date:   ____-____-________
       jj           mm             aaaa 

Nombre d’ampoules stockées 

Nombre de cellules par ampoules 

Emplacement dans la cuve à azote 

CASCADE DE SIGNALISATION :

� PAR-2 :  

 Methode : 

 Résultats  :  

� NF-kB :  

 Methode : 

 Résultats  :  

� Sous unité p65 de NF-kB : 

 Methode : 

 Résultats  :  

� Gènes cibles, préciser :  

 Methode : 

 Résultats  :  

Commentaires : 
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ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE ::

� PAR-2 :  oui �  non �

� NF-kB :  oui �  non �

� Sous unité p65 de NF-kB :  oui �  non �

� Gènes cibles, préciser :   oui �  non �

Commentaires :
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REPONSE IMMUNITAIRE : 

ISOLEMENT DES LEUCOCYTES

Date:   ____-____-________
       jj           mm             aaaa 

Stimunlation des lymphocytes :  

� PCRq :  

Résultats :  

� Elisa :  

Résultats : 

� Quantification Th1-Th2 :  

Résultats : 

Commentaires : 
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TRAITEMENTS CONCOMITANTS 
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EVENEMENTS INDESIRABLES 
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DECLARATION 
D’EVENEMENT INDESIRABLE GRAVE 
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DECLARATION D’UN EVENEMENT INDESIRABLE GRAVE 
Ce document (2 pages) est à adresser par télécopie au 01 44 23 67 10 puis par courrier à 
l’Inserm Institut Thématique Santé publique- Recherche clinique et thérapeutique, 101, rue 
de Tolbiac, 75654 Paris cedex 13 

 Déclaration Initiale  ou  Déclaration Complémentaire 

Titre de l’étude: «Rôle de Th2 et de PAR-2 dans les manifestations allergiques du syndrome de 
Netherton »  
N° Inserm : C06-51

Informations patient Age : �������� �������� �������� ans Sexe : M  F 

Date d’inclusion : �������� �������� / �������� �������� / �������� �������� Poids : �������� �������� ��������, �������� kg Taille : �������� �������� �������� cm 

Evénement indésirable grave 

 Décès, date  �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

Cause probable : ........................................ 

 Mise en jeu du pronostic vital

Invalidité ou incapacité

Hospitalisation ou prolongation d’hospitalisation 

 Anomalie/malformation congénitale 

 Evénement potentiellement grave 
selon l’investigateur, préciser : 
……………......................... 

Description de l’événement indésirable 

Date de survenue : �������� �������� / �������� �������� / �������� �������� Prise de connaissance par l’investigateur : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

Description (symptômes, intensité, chronologie): 

  

(joindre les copies et comptes rendus d’hospitalisation des résultats relatifs à l’EIG) 

Informations sur le traitement au moment de l’EIG 

Médicament : .................................. Posologie : ........... Voie d’administration : ......................... 

Traitements concomitants et antécédents pertinents (médicaux, médicamenteux, sociaux…) 

Diagnostic de l’EIG 
Identifié :  Oui, si oui, préciser :...................................................................................... 
   Non 

Examens complémentaires réalisés : 
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Dispositions prises vis à vis du patient suite à l’EIG 

 Aucune mesure thérapeutique 

 Diminution de la posologie du traitement évalué, préciser : ..................................................

 Arrêt momentané du traitement  Date : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

 Reprise du traitement (si connue) : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

 Arrêt définitif du traitement  Date : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

 Hospitalisation  Date d’entrée : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

    Date de sortie : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

     En cours 

 Administration d’un traitement spécifique, préciser : ............................................................ 

Evolution de l’EIG hors décès 

 Guérison sans séquelles  Guérison avec séquelles, préciser : ........................... 

 Date de guérison : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������

 Patient non encore rétabli :  évolution inconnue*

      amélioration*

      aggravation* 

      stable* 

(* dans ces situations une fiche de déclaration complémentaire d’EIG devra être remplie) 

Selon l’investigateur, l’événement indésirable semble plutôt lié 

 Au(x) traitement(s) étudié(s)   Aux procédures de l’essai 

 Au(x) médicament(s) associé(s)   A la progression de la maladie 

 A une maladie intercurrente   Autre, préciser : ………………..........….................. 

Informations concernant l’investigateur notificateur de l’EIG 

Nom :.................................................................................................................................................

Adresse :............................................................................................................................................

Tel : ..................................... Fax : .................................... E-mail : ............................................

Commentaires de l’investigateur sur la relation possible avec l’étude 

Signature de l’investigateur : Date de déclaration : �������� �������� / �������� �������� / �������� ��������
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FIN D’ETUDE 
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ATTESTATION DE FIN D’ETUDE 

A compléter par l’investigateur à transmettre dans les 24H au promoteur : 

Promoteur : INSERM 
A l'attention du Bureau Recherches Biomédicales 

101, rue de Tolbiac 
75654 Paris cedex 13 
Tél :  01 44 23 61 39 
Fax : 01 44 23 67 11 

E-mail : rqrc@tolbiac.inserm.fr 

Date d’inclusion :   ____-____-________
      jj           mm               aaaa 

Date de sortie du protocole :  ____-____-________

Cause de sortie d’Etude : 

• Retrait du consentement 

• Décès : date ____-____-________
� jj            mm              aaaa 

• Décision Médicale 

• Autre (préciser) : 

         Oui  Non 

Le sujet a-t-il effectué l’intégralité de l’étude ?   ❑  ❑

Y a-t-il eu apparition d’événement(s) indésirable(s) ?  ❑  ❑

Commentaire et conclusions du médecin investigateur : 

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _   

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 
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N° du patient : ____

Date d’inclusion :  ____-____-________
       jj           mm             aaaa 

Date de la sortie d’étude : ____-____-________

Motif de l’arrêt prématuré et définitif du traitement :

❑ présence d’événement indésirable grave � REMPLIR LA FEUILLE DE RECUEIL DES 

EVENEMENTS INDESIRABLES GRAVES

❑ présence d’événement indésirable non grave � REMPLIR LE TABLEAU DE RECUEIL DES

EVENEMENTS INDESIRABLES

❑ souhait d’arrêter (retrait du consentement) 

❑ autre. Précisez : ……………………………………………………………………………

❑ perdu de vue � le patient a-t-il été recontacté : 

❑❑❑❑ le jour de la consultation prévue, soit le ____-____-________

❑ 8 jours après, soit le ____-____-________

❑ 1 mois après 

Pour toute sortie prématurée d’étude, merci de remplir, dans la mesure du possible, les évaluations prévues 

à la consultation de fin d’essai, ainsi que la feuille de fin d’étude. 

Rappel : Les patients ayant interrompu le traitement en raison d’un événement indésirable devront être 

suivis au moins jusqu’à résolution ou stabilisation de l’événement 
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Annexe 2 

“KLK5 Transgenic mice reproduce Netherton syndrome phenotype” 

C. Deraison, C. Bonnart, A. Robin, C. Besson, A. Briot, M. Lacroix and A. Hovnanian. 
37th Annual European Society for Dermatological Research, Septembre 2007, Zurich 
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ABSTRACT

Role of LEKTI in controlling allergic inflammation
in Netherton syndrome

Netherton syndrome (NS, OMIM 256500) is a rare and severe autosomal recessive

genodermatosis caused by mutations in SPINK5 gene encoding the protease

inhibitor LEKTI. LEKTI play a key role in skin barrier function through the regulation of

epidermal proteases, kallikreins (KLK) 5 and 7. In the absence of LEKTI, hyperactive

KLK5 and 7 degrade intercorneocyte adhesion molecules leading to abnormal

stratum corneum detachment and severe barrier function impairment. Analysis of

mouse models and primary keratinocytes from NS, allowed us to demonstrate that

LEKTI-deficient epidermis has also the intrinsic capacity to overexpress Th2

polarizing cytokines, such as TSLP, secondary to PAR2 activation by KLK5. Using

double knockout mice deficient for Spink5 and Par2, we confirmed the major role of

the KLK5-PAR2 pathway in the induction of early pro-inflammatory signaling

independently of environmental stimuli and adaptive immune system. However

inactivation of this pathway did not improve the skin barrier function and partially

reversed cutaneous inflammation in adult skin.

These results together with constant atopic manifestations in NS patients suggest

that immune response could be biased in favour of a Th2 differentiation. Thus we

studied the polarization of peripheral T cells isolated from NS patients.

All together, our data emphasize the importance in controlling both sides of the

disease: the skin barrier defect and the pro-allergic signals intrinsic of the epidermis.

Moreover, we identified new potential therapeutic targets for the treatment of this

orphan disease.

___________________________________________________________________
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