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ERK Extracellular signal Regulated Kinase 
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JED  Jonction épidermo-dermique 

KGF  Keratinocyte Growth Factor 
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MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 
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MEC  Matrice Extracellulaire 
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NELL2 neural epidermal growth factor-like 2 

NFkB  Nuclear factor-kappa B 
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PI3K  Phosphoinositide 3-kinase 
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StrepH  Hyaluronidase bactérienne 
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TGF  Transforming Growth Factor 

Th  T Helper 
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TNF  Tumor Necrosis Factor 
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TSG-6  TNFα stimulated gene 6 
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1. La peau 

Décrite en 1953 comme la « façade monumentale du corps humain », la peau représente l’organe le 

plus imposant du corps humain en termes de poids et s’étend sur une surface de 1,5 à 2m2. De par sa 

localisation d’interface entre l’organisme et l’environnement extérieur, la peau joue un double rôle. 

D’une part, elle représente la première barrière de protection contre les agressions chimiques, 

physiques et biologiques de l’environnement externe et d’autre part, elle permet de contenir les 

fluides internes. Afin d’assurer ses fonctions de barrière et de maintien de l’homéostasie, la peau est 

organisée en trois couches : l’hypoderme (tissu le plus profond), le derme (tissu intermédiaire) et 

l’épiderme (tissu le plus superficiel). Diverses structures spécialisées telles que des follicules pileux et 

des glandes sébacées et sudoripares sont également présentes dans la peau (Figure 1). L’épaisseur de 

la peau ainsi que la densité des appendices cutanés varient d’un endroit à l’autre du corps humain 

(Montagna et Parakkal, 1974) (Freinkel et Woodley, 2001). 

 

Figure 1 : Représentation schématique de la peau et de ses annexes (biologiedelapeau.fr) 

 

1.1. L’hypoderme  

L’hypoderme est la couche la plus profonde et la plus épaisse de la peau. Par son épaisseur, elle assure 

une protection mécanique des structures internes sous-jacentes. L’hypoderme est composé d’un tissu 

conjonctif dense en cellules de type adipocytes entre lesquels résident de nombreux vaisseaux 

sanguins et fibres nerveuses. Les adipocytes sont de grandes cellules contenant des réserves de graisse 

par accumulation d’acides gras et de glycérides. Ces stocks de graisse confèrent à l’hypoderme un rôle 

de thermorégulation et de réserve énergétique libérable dans le sang (Freinkel et Woodley, 2001). 
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1.2. Le derme  

Le derme est la couche intermédiaire de la peau. Peu cellularisé en conditions normales, il est 

majoritairement composé de fibres (collagène et élastique). Les fibres de collagène de type I, III et V y 

sont les plus représentées et confèrent au derme sa résistance aux forces de traction alors que les 

fibres élastiques assurent la capacité de déformation du tissu. Des molécules non-fibreuses telles que 

des protéoglycans et des glycosaminoglycans (notamment l’acide hyaluronique) participent également 

à la formation d’une large matrice extracellulaire amorphe au travers de laquelle des cellules peuvent 

migrer. Ces molécules non-fibreuses ont la capacité de retenir jusqu’à 1000x leur propre volume en 

eau conférant au derme sa capacité à absorber des déformations et des chocs avec une résilience 

élevée. Toutes ces molécules de la matrice extracellulaire sont synthétisées par les fibroblastes, 

cellules résidentes du derme (Freinkel et Woodley, 2001). 

Le derme est composé de 2 régions : le derme réticulaire et le derme papillaire, tous deux irrigués par 

un riche réseau vasculaire. Chaque région dermique possède un réseau vasculaire propre nommé 

plexus vasculaire papillaire superficiel dans le derme papillaire et plexus cutané profond dans le derme 

réticulaire. Ces deux réseaux sont reliés entre eux par des anastomoses artério-veineuses participant 

à la régulation thermique cutanée et à l’apport en oxygène et nutriments dans les trois couches de la 

peau. Le derme est également fortement innervé par des terminaisons nerveuses libres qui traversent 

le derme et peuvent rejoindre l’épiderme ainsi que par diverses terminaisons encapsulées. Le derme 

réticulaire est caractérisé par la présence de corpuscules de Vater-Pacini et Ruffini qui sont 

respectivement des récepteurs du toucher et des propriocepteurs. Le derme réticulaire est la couche 

la plus profonde et la plus épaisse du derme. Il est composé de nombreuses fibres de collagènes et 

élastiques qui forment un réseau au sein duquel se situent les appendices cutanés. Le derme papillaire 

est quant à lui un tissu conjonctif lâche innervé jusqu’à des corpuscules de Wagner-Meissner impliqués 

dans la perception des mouvements. Comme son nom l’indique, le derme papillaire forme des 

« papilles » qui correspondent à des extensions du derme vers l’épiderme. Ses replis permettent un 

meilleur ancrage de l’épiderme sur le derme sous-jacent et renforcent la jonction épidermo-dermique. 

Au niveau de cette jonction, le derme interagit avec l’épiderme dans des situations de cicatrisation 

cutanée et de remodelage (Freinkel et Woodley, 2001). 

Les différents constituants du derme lui confèrent donc diverses fonctions. La matrice extracellulaire 

riche en fibres permet d’absorber les chocs et de maintenir l’hydratation cutanée, le double réseau 

vasculaire participe à l’homéostasie thermique et les nombreuses terminaisons nerveuses encapsulées 

jouent un rôle dans la régulation de la pression et du toucher alors que les terminaisons nerveuses 

libres sont impliquées dans les sensations de douleur et de température. De plus, le derme est un tissu 
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de soutien pour l’épiderme en termes d’ancrage, de nutrition (diffusion des nutriments et de 

l’oxygène) et d’immunité (Walters et al., 2002). 

1.3. L’épiderme 

Couche la plus superficielle de la peau, l’épiderme se trouve au contact direct avec l’environnement 

extérieur et est donc majoritairement impliqué dans la fonction de barrière cutanée. L’épiderme peut 

être qualifié d’épithélium pavimenteux stratifié kératinisé (EPSK). L’épiderme est donc lui-même 

composé de plusieurs couches cellulaires dont le nombre varie selon la localisation. Les zones les plus 

fines, telles que celles observées au niveau des paupières, possèdent un épiderme dont l’épaisseur est 

de 50µm environ. On parle d’EPSK à couche cornée mince (ou de type B). Les EPSK à couche cornée 

épaisse (ou de type A) ont une épaisseur maximale de 1 mm environ et se localisent au niveau des 

faces palmaire et plantaire (site http://biologiedelapeau.fr/). Ces épithéliums sont en constant 

renouvellement, nécessitant une régulation fine des processus de prolifération, différenciation et 

desquamation. On estime que le temps de régénération total de l’épiderme est de 45 jours : 31 jours 

de renouvellement des kératinocytes dans les couches vivantes de l’épiderme et 14 jours de 

renouvellement des cornéocytes (Halprin, 1972).  

1.3.1. Composants/populations cellulaires 

L’épiderme est composé de 4 types cellulaires. Les kératinocytes représentent la population cellulaire 

majoritaire. Répartis dans l’épithélium, les cellules de Langerhans, les cellules de Merkel et les 

mélanocytes constituent les 3 autres types cellulaires résidents de ce tissu (Figure 2).  

 

Figure 2 : Représentation schématique des 4 types cellulaires résidents de l’épiderme (adapté de 

Moreci et al., 2020) 

 

Kératinocyte

s 

Cellule de Merkel Mélanocyte 

Cellule de Langerhans 

Epidermis 

Dermis 

Hypodermis 

http://biologiedelapeau.fr/
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Les cellules de Langerhans représentent 2 à 3% des cellules de l’épiderme. Il s’agit de cellules 

immunitaires provenant de la moelle osseuse qui migrent entre les kératinocytes des couches supra-

basales de l’épiderme où elles se lient aux kératinocytes voisins via les E-cadhérines (Freinkel et 

Woodley, 2001) (Yan et al., 2020).  D’abord considérées comme un sous-type des cellules dendritiques, 

elles sont maintenant considérées comme originaires de la lignée des macrophages (Ogawa et al., 

2018). Impliquées dans l’immunité innée, les cellules de Langerhans sont capables de reconnaitre des 

antigènes, phagocyter des organismes étrangers, les cliver et migrer dans les ganglions lymphatiques 

pour y présenter des peptides immunogènes aux lymphocytes T et déclencher une réponse 

immunitaire (Freinkel et Woodley, 2001).  

Les cellules de Merkel sont des cellules neuroendocrines qui descendent de la lignée épidermique 

(Morrison et al., 2009). Elles sont localisées entre les kératinocytes de la couche basale auxquels elles 

sont liées par des desmosomes. Appelées aussi « cellules du toucher », ces cellules fonctionnent 

comme des mécanorécepteurs et permettent la détection de formes, textures, courbes, etc. (Freinkel 

et Woodley, 2001) (Boulais et Misery, 2007). L’innervation de l’épiderme est également assurée par 

les terminaisons nerveuses libres impliquées dans la perception de la douleur, des températures et 

des démangeaisons. Ces terminaisons passent majoritairement entre les kératinocytes des couches 

basales, épineuses et granuleuses mais elles peuvent également progresser dans les kératinocytes via 

des « tunnels » cytoplasmiques suggérant une communication spécifique entre les kératinocytes et le 

système nerveux (Talagas et al., 2020). 

Les mélanocytes sont des cellules dérivées de la crête neurale. Comme les cellules de Merkel, elles 

sont situées au niveau de la couche basale de l’épiderme et se lient aux kératinocytes adjacents via 

des E-cadhérines. Les mélanocytes sont caractérisés par la présence de dendrites qui s’insinuent entre 

les kératinocytes des couches supra-basales. Les mélanocytes sont responsables de la pigmentation 

de la peau. En effet, ils produisent de la mélanine au sein des mélanosomes, lesquels migrent le long 

des prolongements dendritiques avant d’être transférés aux kératinocytes avoisinants. La mélanine 

forme alors un « écran » à la face apicale du noyau des kératinocytes, protégeant le matériel génétique 

des stress ultraviolets (UV). Ce processus de transfert des mélanosomes est stimulé lorsque les 

kératinocytes sont exposés à un stress UV (Freinkel et Woodley, 2001) (Lambert et al., 2019). 

Les kératinocytes représentent 90 à 95% des cellules épidermiques. Le cytoplasme des kératinocytes 

est rempli de filaments intermédiaires de kératines qui les caractérisent. Ces cellules reposent sur la 

lame basale où elles prolifèrent avant d’entamer le processus de différenciation ou kératinisation. 

Durant ce processus, les kératinocytes vont subir des changements morphologiques et biochimiques 

menant in fine à leur desquamation. Sur base de ces modifications morphologiques, l’épiderme peut 
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être subdivisé en 4 à 5 couches : la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse, la couche 

transitoire éventuelle et la couche cornée (Freinkel et Woodley, 2001).  

1.3.2. Organisation tissulaire et processus de différenciation  

Lors de la formation et du renouvellement de l’épiderme, les kératinocytes prolifèrent au niveau de la 

couche basale avant d’entamer un processus de différenciation, appelé aussi kératinisation ou 

cornification au niveau de l’épiderme. La fin de ce processus est caractérisée par une mort cellulaire 

programmée. Durant ces différentes étapes, les kératinocytes subissent des modifications de leur 

expression génique. En fonction du stade de différenciation, les kératinocytes vont exprimer ou 

réprimer l’expression d’un certain nombre de protéines qui peuvent être utilisées comme « marqueurs 

de différenciation » (Figure 3).  

 

Figure 3 : Représentation schématique des couches de l’épiderme composé de kératinocytes 

proliférant au niveau de la couche basale avant d’entrer dans le processus de différenciation et enfin 

de cornification. Le côté droit de la figure mentionne les expressions protéiques et processus clés des 

étapes de prolifération, différenciation et cornification (Adapté de Eckhart et al., 2013) 
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La couche basale est la couche la plus profonde de l’épiderme. Il s’agit d’une couche composée d’une 

seule assise cellulaire qui repose directement sur la lame basale. Les kératinocytes basaux sont ancrés 

sur la membrane basale par des intégrines. Ces protéines sont des récepteurs transmembranaires 

composés d’une sous-unité alpha et d’une sous-unité béta qui interagissent avec les composants de la 

matrice extracellulaire dermique d’une part et avec les filaments intermédiaires de kératines des 

kératinocytes épidermiques d’autre part. De plus, l’intégrine β1 lie la matrice extracellulaire 

directement aux filaments d’actine des kératinocytes ; c’est ce qu’on appelle des adhésions focales 

(Moreci et al., 2020). L’intégrine α6β4 lie les hémidesmosomes, plaques d’attache cytoplasmique, à la 

laminine 332 (pour une revue : Simpson et al., 2011). Les kératinocytes sont liés entre eux par deux 

types de structure : les jonctions adherens qui établissent des connexions entre les microfilaments 

d’actine de cellules adjacentes grâce aux E-cadhérines et les desmosomes qui lient les filaments 

intermédiaires de kératine (Moreci et al., 2020). Parmi les 54 types de filaments intermédiaires de 

kératine, c’est la paire kératine 5 / kératine 14 qui est majoritairement exprimée dans les kératinocytes 

de la couche basale (Eckhart et al., 2013). Cette couche est aussi appelée « couche germinative » car 

elle est le siège des cellules souches et de la prolifération. Les cellules souches épidermiques se divisent 

lentement et sont caractérisées par une division asymétrique. Après division cellulaire, une des deux 

cellules-filles garde son pouvoir clonogène indéfini alors que la deuxième cellule-fille devient une 

cellule d’amplification transitoire. Ces cellules sont caractérisées par un haut potentiel de division mais 

limité dans le temps. Lorsque ces cellules arrêtent de se diviser, elles perdent leur capacité d’adhésion 

à la lame basale sous le contrôle de p63, migrent vers les couches supra-basales et entrent en 

différenciation. Lorsqu’ils quittent la couche basale, les kératinocytes cessent d’exprimer la paire 

K5/K14 et se mettent à exprimer des composants des filaments intermédiaires de kératine 1 et 

kératine 10 (Eckhart et al., 2013). 

La couche épineuse est une couche composée de 5 à 10 assises cellulaires dont la hauteur des cellules 

diminue en montant vers l’extérieur du corps humain. Le nom de couche « épineuse » provient des 

nombreuses jonctions de type desmosome qui attachent les kératinocytes entre eux et donnent des 

images d’épines en microscopie optique. Les desmosomes de la couche épineuse diffèrent de ceux 

présents dans la couche basale car ils lient la paire de kératine 1 et kératine 10 et ils présentent une 

surexpression de la desmogléine 1 (Moreci et al., 2020). Ces nombreux desmosomes participent au 

maintien de l’intégrité du tissu. Lors de cette étape de différenciation, les corps d’Odland (corps 

lamellaires) apparaissent dans le cytoplasme des kératinocytes (Freinkel et Woodley, 2001).   

La couche granuleuse est composée de 1 à 3 couche(s) de cellules pavimenteuses. Dans ces 

kératinocytes apparaissent des grains de kératohyaline et le noyau se pycnose. Les grains de 

kératohyaline contiennent des filaments intermédiaires de kératine, la profilaggrine (précurseur de la 
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filaggrine) et la loricrine. Ces protéines, bien qu’apparaissant dans une des couches vivantes de 

l’épiderme, ne seront réellement fonctionnelles qu’au niveau de la couche cornée (Freinkel et 

Woodley, 2001).  

Dans les zones supérieures de cette couche, les corps lamellaires maturés dans l’appareil de Golgi vont 

fusionner avec la membrane plasmique apicale des kératinocytes et déverser leur contenu en 

glycoprotéines, glycolipides, phospholipides, stérols libres dans la matrice extracellulaire. Cette 

matrice lipidique va entourer les cellules cornées de manière à fermer les espaces intercellulaires 

(Freinkel et Woodley, 2001) (Moreci et al., 2020). De ces corps lamellaires sont également libérés des 

peptides antimicrobiens (voir point 1.3.3.) et des enzymes de type hydrolases acides (sérine protéase, 

phospholipase A2, sphyngomyélinase, β-glucocérébrosidase) et inhibiteurs de protéases impliqués 

dans le processus de desquamation (Gunathilake, 2015). 

C’est aussi dans cette couche que les jonctions serrées apparaissent via l’expression des claudines et 

des occludines (Moreci et al., 2020). 

Une couche de transition est parfois considérée entre la couche granuleuse et la couche cornée, 

particulièrement au niveau des épidermes palmo-plantaires. Au niveau de cette couche apparaissent 

des signes de mort cellulaire programmée : augmentation du nombre d’organites ressemblants à des 

lysosomes et diminution du nombre de mitochondries, d’appareils de Golgi, de ribosomes et de 

réticulums endoplasmiques (Lavker et Matoltsy, 1970). 

La couche cornée est la couche ultime de la différenciation et est composée de cellules pavimenteuses 

anucléées appelées cornéocytes. Le nombre d’assises cellulaires est dépendant de la localisation de 

l’épiderme. Les épidermes de type B (épidermes des paupières, du dos,…) sont caractérisés par la 

présence d’une quinzaine de couche alors que les épidermes de type A (épidermes face palmaire et 

face plantaire) possèdent jusqu’à une centaine de couche (Freinkel et Woodley, 2001). 

Cette ultime étape de la différenciation est appelée cornification et fait intervenir plusieurs processus 

(Figure 4) : (a) Les organites (noyau, mitochondries, réticulum endoplasmique, lysosomes) sont 

dégradés. Les processus de dégradation impliqués dans ce type particulier de mort programmée ne 

sont pas encore très bien connus. Contrairement à la mort cellulaire programmée par apoptose qui 

concerne une cellule isolée, la cornification concerne toutes les cellules d’une couche (Costanzo et al., 

2015). Le noyau pycnotique est lysé et disparait. En effet, une augmentation de l’expression 

d’endonucléases est observée dans les stades tardifs de la différenciation épidermique (Eckhart et al., 

2013). D’autres part, des nucléophagosomes ont également été observés dans la couche granuleuse, 

suggérant que l’autophagie (auto-dégradation d’éléments intracellulaires via les lysosomes) soit, au 

moins en partie, responsable de la dégradation des organites (Akinduro et al., 2016). Une autophagie 
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déficiente provoque d’ailleurs des pathologies cutanées impliquant des problèmes de barrière tel que 

le psoriasis, caractérisé par de la parakératose c’est-à-dire des restes de noyaux dans les cornéocytes 

(Akinduro et al., 2016). L’élimination des mitochondries se fait notamment via mitophagie. De manière 

général, le cycle fission/fusion caractéristique des mitochondries est maintenu en équilibre. Durant le 

processus de différenciation, la machinerie de fission est déclenchée et stabilisée par NIX, un récepteur 

d’autophagie, ce qui induit la fragmentation mitochondriale menant in fine à la dégradation de ces 

organites (Simpson et al., 2021). (b) Les filaments intermédiaires de kératine sont agrégés par la 

filaggrine sous le contrôle de la transglutaminase 1. Lors de la mort de la cellule, la concentration 

intracellulaire en ion calcium augmente. Cette concentration accrue en ion calcium induit l’activation 

de la transglutaminase 1, une enzyme présente dès la couche épineuse mais inactive (Eckhart et al., 

2013) (Candi et al., 2005). De manière intéressante, lors de son ascension vers les couches les plus 

superficielles et grâce à l’acidification des couches supérieures, la filaggrine est ensuite dégradée entre 

autres en acides aminés et forme les facteurs naturels d’hydratation (NMF) essentiel à l’hydratation 

cutanée (Fluhr et al., 2010). (c) D’autres protéines d’enveloppe telles que l’involucrine, la loricrine, les 

small proline-rich proteins (SPR), les protéines S100A sont réticulées par les transglutaminases pour 

former une enveloppe cornée d’environ 7 à 15 nm d’épaisseur à la face interne de la membrane 

plasmique (Candi et al, 2005) (Eckhart et al., 2013). Toutes ces protéines (loricrine, involucrine, late 

cornified envelope, SPR et protéines S100, notamment la profilaggrine) font partie du complexe de 

différenciation épidermique (CDE) et sont codées par des gènes qui se trouvent tous sur le même 

chromosome humain 1q21 (Henry et al., 2012). (d) Les précurseurs lipidiques contenus dans les corps 

lamellaires et déversés à l’interface entre la couche granuleuse et la couche cornée sont transformés 

en céramides, cholestérol et acides gras de manière efficace à pH acide (Fluhr et al., 2001) (Hachem et 

al., 2003). Les céramides se lient de manière covalente à l’enveloppe des cornéocytes et forment un 

réseau lipidique dense (Kypriotou et al., 2012). 
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Figure 4 : Représentation schématique des différentes étapes menant à la formation d’une 

enveloppe cornée. ① Synthèse des protéines et lipides impliquées dans la formation de 

l’enveloppe. ② Sécrétion des lipides dans la matrice extracellulaire et agrégation de protéines 

d’enveloppe à la face interne de la membrane. ③ Attachement des lipides aux protéines de 

membranes déjà agrégées et agrégation de la loricine et des SPR au niveau des desmosomes. ④ 

Desquamation (Candi et al., 2005) 

 

Lors du passage des couches vivantes à la couche cornée de l’épiderme, les desmosomes qui assurent 

les jonctions entre les kératinocytes adjacentes sont modifiés et appelés cornéodesmosomes. Ces 

derniers expriment des protéines telles que les desmogléine, desmocolline, envoplakine, périplakine, 

plakophiline et cornéodesmosine (Candi et al., 2005). 

Finalement les cornéocytes les plus superficiels finissent par desquamer et sont remplacés par des 

cellules des couches sous-jacents en différenciation. Le processus de desquamation est finement 

régulé par un pH acide en superficie de la peau. Des sérines protéases, majoritairement les kallikréines 

5 et 7, sont relarguées par les corps d’Odland sous une forme immature. Dans les espaces 

intercellulaires, ces enzymes maturent et deviennent actives à pH acide. Elles ciblent alors les 

cornéodesmosomes en protéolysant les cornéodesmosines, les desmocollines et les desmogléines. 

L’activité de ces protéases est régulée par un inhibiteur endogène appelé LEKTI (lympho-epithelial 

Kazal-type related inhibitor I) qui interagit avec les kallikréines à pH neutre et régule ainsi la vitesse de 

desquamation des cornéocytes par rapport au renouvellement des cornéocytes (Eckhart et al., 2013). 

① ② ③ ④ 
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1.3.3. Fonctions de barrière 

L’épiderme est le tissu qui se trouve directement au contact de l’environnement extérieur. Dès lors, il 

doit faire face aux menaces physiques et chimiques et aux pathogènes. A l’inverse, il doit contenir les 

fluides internes tout en maintenant une bonne hydratation. Pour assurer son rôle de protection, 

l’épiderme peut être vu comme un ensemble de barrières complémentaires les unes aux autres. Les 

cornéocytes, entourés d’une matrice lipidique ainsi que les jonctions entre les cellules des couches 

vivantes constituent une barrière physique. Une barrière immunitaire est assurée par les cellules 

immunitaires, les peptides anti-microbiens et les cytokines relarguées par les différents types 

cellulaires. Finalement, le microbiome cutané joue également un rôle de barrière (Figure 5). 

 

Figure 5 : Représentation des barrières de l’épiderme (Basler et al., 2016) 

 

Barrières physiques 

La toute première barrière physique est constituée par la couche cornée, elle-même composée d’un 

ensemble de cornéocytes reliés entre eux par des cornéodesmosomes et baignant dans une matrice 

lipidique hydrophobe. L’ensemble cornéocytes et matrice lipidique est communément comparé à un 

modèle de « briques et mortier » (Figure 6) (Michaels et al, 1975). 
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Figure 6 : Représentation de la couche cornée composée de cornéocytes dont le cytoplasme est 

rempli d’un réseau de kératine (I) et dont la membrane plasmique est épaissie par la formation d’une 

enveloppe cornée (II). Les cornéocytes sont reliés entre eux par des cornéodesmosomes et sont 

entourés par une matrice lipidique riche en céramides, cholestérols et acides gras libres (III) (adapté 

de Matsui et al., 2015) 

 

Les filaments de kératine alignés et condensés par la filaggrine provoquent l’écrasement de la cellule 

sur elle-même, typique de la morphologie des cornéocytes (Proksch et al., 2008). Il est à noter que 

l’ensemble kératine et filaggrine représente 80 à 90% de la masse de l’épiderme (Baroni et al., 2012). 

Les cornéocytes sont liés entre eux par des cornéodesmosomes qui renforcent la capacité de résistance 

mécanique de la couche cornée (Proksch et al., 2008). En plus de cette matrice de kératine, l’enveloppe 

cornée confère aux cornéocytes des propriétés de résistance mécanique supplémentaires. 

L’enveloppe cornée est constituée de diverses protéines (loricrine, involucrine, périplakine, 

envoplakine et SPR) liées entre elles, par l’intermédiaire des transglutaminases, par des ponts 

disulfures et des ponts isopeptidiques. Ces liens isopeptidiques sont résistants à la plupart des enzymes 

protéolytiques (Proksch et al., 2008).  

Après avoir joué un rôle d’agrégation des filaments de kératine, la filaggrine est protéolysée dans les 

cornéocytes des couches supérieures provoquant la libération d’acides aminés libres entre autres, qui 

avec des sels, donnent place à des NMF (Natural Moisturizing Factors) essentiel à l’hydratation. Les 

NMF représentent 20 à 30% du poids sec de la couche cornée (Verdier-Sevrain et al., 2007). 

L’hydratation cutanée est un facteur important impliqué dans la résistance aux stress mécaniques et 

contribuant à la résilience du tissu (Fluhr et al., 2010). De plus, l’hydratation de la peau est essentielle 

Ca2

+ 

pH 
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pour le processus de desquamation car elle influence l’activité d’enzymes telle que les sérines 

protéases (Verdier-Sevrain et al., 2007). 

La matrice lipidique insoluble empêche la perte d’eau et l’entrée de substances solubles dans l’eau en 

fermant les espaces entre les cornéocytes (Baroni et al., 2012). Cette matrice est constituée de lipides 

libérés par les corps lamellaires de la couche granuleuse et qui s’alignent parallèlement aux 

cornéocytes auxquels ils se lient par des liaisons covalentes au niveau de l’enveloppe cornée. Entre 

l’exocytose des corps lamellaires dans la couche granuleuse et la mise en place d’une matrice dense 

dans la couche cornée, les lipides subissent une étape de maturation grâce aux enzymes libérées 

conjointement par les corps lamellaires. Ces enzymes (hydrolases acides) interviennent notamment 

dans la transformation des glycosphingolipides en céramides et des phospholipides en acides gras. Les 

céramides représentent à eux seuls 50% des lipides de la couche cornée et sont liés de manière 

covalente aux protéines d’enveloppe et majoritairement à l’involucrine (Proksch et al., 2008). Le 

cholestérol est un autre constituant majeur de la matrice et représente 25% de l’ensemble des lipides 

de la matrice (Proksch et al., 2008) (Matsui et al., 2015). Le rôle du cholestérol serait de fournir fluidité 

et flexibilité à la couche cornée (Baroni et al., 2012). 

L’efficacité et l’intégrité de l’ensemble compacte « briques et mortier » est permise grâce à un pH 

cutané acide (4,1 à 5,8). L’acidification des couches supérieurs de l’épiderme est dépendante de la 

génération d’acides gras libres et de l’acide urocanique (Hachem et al., 2003) et de la présence de 

transporteurs Na+/H+ se trouvant à la membrane plasmique des kératinocytes (Hachem et al., 2005). 

Cette acidité superficielle permet d’une part de prévenir les infections et d’autre part d’activer 

certaines enzymes impliquées dans le processus de desquamation (kallikréines) et nécessaires à la 

transformation des lipides extracellulaires (hydrolases acides) (Baroni et al., 2012) (Fluhr et al., 2001) 

(Proksch et al., 2018). 

La deuxième ligne de défense physique de l’épiderme est constituée par les jonctions serrées. Ce type 

de jonction se trouvent au niveau de la couche granuleuse de l’épiderme et sépare la face apicale des 

faces basolatérales des kératinocytes. Elles participent à la limitation de la perte hydrique et au 

contrôle des voies paracellulaires (Baroni et al., 2012) (Proksch et al., 2008). Il s’agit de jonctions 

transmembranaires composées de plusieurs types de protéines, nommées occludines (Ocln), claudines 

(Cldn 1, 4 et 7), zonula occludens (ZO), MUPP-1 (multi-PDZ protein-1) et JAM-1 (junctional adhesion 

molecule-1) qui sont liées aux filaments d’actine du cytosquelette des kératinocytes (Figure 7). Les 

jonctions serrées forment une barrière à double sens. En effet, elles constituent une barrière « inside-

out » empêchant le passage d’ions des couches vivantes vers la couche cornée et inversement, une 
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barrière « outside-in » bloquant des molécules qui auraient réussi à passer la couche cornée (Basler et 

al., 2016) (Garcia et al., 2018).  

 

Figure 7 : Composition moléculaire des jonctions serrées (Adapté de Basler et al., 2016) 

 

Barrières immunitaires 

Pour soutenir les barrières physiques, l’épiderme est constitué d’une barrière immunitaire innée 

cellulaire et humorale (Basler et al., 2016).  

Les cellules immunitaires telles que les cellules de Langerhans et les lymphocytes T interviennent dans 

les défenses (Basler et al., 2016). Les cellules de Langerhans sont les cellules sentinelles de l’épiderme. 

Elles sont capables d’étendre et rétracter leurs dendrites entre les kératinocytes pour surveiller leur 

environnement. Lorsqu’elles sont au contact d’un élément pathogène, elles peuvent le phagocyter et 

présenter des antigènes aux lymphocytes T et ainsi déclencher une réponse immunitaire locale. Elles 

peuvent également migrer jusqu’au ganglion lymphatique pour déclencher une réponse immunitaire 

à ce niveau (Chambers et al., 2020). 

Parallèlement, les kératinocytes des différentes couches de la peau produisent des lipides et des 

peptides antimicrobiens. Plusieurs peptides antimicrobiens sont exprimés de manière constitutive 

comme les protéines S100, la RNase 7 et les béta-défensines (2 et 3) (Brogden et al., 2012) (Harder et 

al., 2013). Lorsque les kératinocytes des couches vivantes de l’épiderme se retrouvent au contact 

d’éléments étrangers, ces derniers sont reconnus par les Toll-like récepteurs (TLR) et NOD-like 

récepteurs (NLR), des récepteurs du système immunitaire inné nommés aussi récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires (PRR), ce qui initie une réponse des kératinocytes. Ceux-ci 

sécrètent alors massivement des peptides antimicrobiens constitutifs ainsi des nouveaux peptides tels 

que les cathélicidines (LL-37) (Harder et al., 2013) (Natsuga, 2014). Ces peptides antimicrobiens vont à 

leur tour induire la production de cytokines et chémokines par les kératinocytes et recruter les cellules 

immunitaires au site d’infection (Brogden et al., 2012) (Clausen et al., 2016). 
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En plus de ces peptides, certains lipides de la couche cornée possèdent une activité antimicrobienne 

comme les acides gras libres, la sphingosine et les glycosylcéramides (Fluhr et al., 2001) (Brogden et 

al., 2012).  

Parallèlement à la libération des peptides antimicrobiens, la reconnaissance des éléments pathogènes 

par les TLR déclenche la libération de cytokines (Chambers et al., 2020). Notamment, les kératinocytes 

peuvent induire la libération de TSLP (Thymic stromal lymphopoietin), une cytokine clé dans 

l’inflammation de la peau, suite à une exposition à des allergènes ou une blessure (Gutowska-Owsiak 

et al., 2013). 

Cytokines et barrière sont extrêmement liés dans des processus pathologiques. Dans la dermatite 

atopique (DA), maladie inflammatoire de la peau caractérisée par de la xérose, de la spongiose et de 

l’hypogranulose, les cytokines de type Th2 ont la capacité d’affecter la barrière de l’épiderme. De Vuyst 

et al (2016) a modélisé la pathologie comme un cercle vicieux (Figure 8). Lorsque les kératinocytes sont 

activés par des allergènes par exemple, ils sécrètent des cytokines et notamment du TSLP provoquant 

l’activation et la migration des cellules de Langerhans vers les ganglions lymphatiques et induisant 

l’activation de lymphocytes T effecteurs Th2. Ces lymphocytes T vont à leur tour libérer des 

interleukines (IL-4, IL-5, IL-13) et du TNFα. Les IL-4 et IL-13 sont connus comme altérateurs de 

l’expression de protéines impliquées dans les fonctions de barrière telles que la filaggrine, 

l’involucrine, la desmogléine, les composants des jonctions serrées (claudine-1) et certains gènes 

responsables de la synthèse des céramides (voir review De Vuyst et al., 2017 pour plus de détails). 

L’affaiblissement de la barrière cutanée a pour conséquence une plus grande perméabilité aux 

pathogènes et allergènes provoquant une réaction en chaine. Les IL-4 et IL-13 sont d’ailleurs utilisées 

in vitro sur épiderme humain reconstruits (RHE) pour mimer les caractéristiques phénotypiques de la 

DA. En effet, le traitement d’un épiderme avec les interleukines 4 et 13 induit simultanément 

spongiose, apoptose et expression de gènes typiques de la DA tels que NELL2 et CA2. De plus, les 

études de la fonction de barrière montrent que celle-ci est significativement altérée (De Vuyst et al., 

2016) (Do Nascimento Pedrosa et al., 2017).  
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Figure 8 : Représentation schématique du développement et du maintien des mécanismes 

inflammatoires impliqués dans la dermatite atopique (De Vuyst et al., 2016) 

 

Microbiome 

La flore commensale apporte une défense immunitaire supplémentaire. On considère que la peau est 

colonisée par environ 1 million de bactérie par cm2 (Byrd et al., 2018). La majorité des bactéries 

appartiennent aux familles Corynebacterium, Propionibacterium et Staphylococcus. Tous ces 

microorganismes non-pathogènes sont adaptés aux conditions d’humidité, de température, de pH et 

à la présence des peptides antimicrobiens présents à la surface de la peau (Balato et al., 2019). Ces 

acteurs du microbiome jouent plusieurs rôles. Tout d’abord, ils libèrent eux-mêmes des molécules 

antimicrobiennes et ont la capacité de bloquer la production de cytokines inflammatoires. 

Simultanément, leur présence-même provoque une certaine forme de compétition avec les éventuels 

pathogènes étrangers pour l’accès aux nutriments et à l’espace. Finalement, le microbiome renforce 

l’action des autres barrières de l’épiderme. En effet, certaines bactéries (S. epidermidis) sont capables 

d’activer les TLR des kératinocytes, notamment TLR2 qui augmente la formation des jonctions serrées 

et par conséquent la fonction de barrière (Perscott et al., 2017) (Balato et al., 2019). En effet, 

l’exposition d’épidermes à des éléments de paroi bactérienne tel que le peptidoglycan, ligand du TLR2, 
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induit une association accrue de la protéine kinase Cζ/ι phospho-atypique avec l’occludine, renforçant 

les jonctions serrées (Yuki et al., 2011). 

En plus des bactéries, on peut observer des virus et champignons en surface de la peau. Pour les 

champignons, on parle de « mycobiome ». Parmi les nombreux champignons résidents de la peau, 

l’espèce Malassezia est largement répandue. De par leur nature lipophile, ces levures sont 

majoritairement répandues dans des zones riches en sébum comme le cuir chevelu (Grice et Segre, 

2011). Par rapport aux bactéries qui sont réparties de manière homogène à la surface de l’épiderme, 

les champignons sont davantage site-dépendants. Ainsi, une faible diversité de champignons colonise 

le dos et la tête, moyennement les bras et plusieurs espèces fongiques colonisent les pieds (White et 

al., 2014).  

De nombreuses études s’intéressent à un autre type de champignons qui se développent 

éventuellement au niveau de la peau, les dermatophytes. Ces champignons appartiennent au groupe 

des champignons pathogènes et provoquent des infections des structures cutanées kératinisées 

(couche cornée, cheveux, ongles) nommées dermatophytoses. Les infections à dermatophytes 

représentent un véritable problème de santé publique qui touche 20 à 25% de la population 

(Havlickova et al., 2008) (Zhan et al., 2017). Les dermatophytes sont des champignons filamenteux qui 

se répandent notamment sur la couche cornée des épidermes et se nourrissent des structures 

kératinisées (Faway et al., 2018). En tant qu’espèce anthropophile, Trichophyton rubrum infecte 

uniquement les êtres humains et est responsable de 90% des dermatophytoses humaines (Nenoff et 

al., 2014). L’étude in vitro menée par Faway et al, 2017 a permis de mettre en évidence certains 

mécanismes et la cinétique d’infection au niveau d’épidermes humains par T. rubrum (Figure 9). Les 

champignons, sous forme d’arthroconidie (spores provenant de la segmentation d’hyphes fongiques) 

adhèrent à l’épiderme endéans 1h après le contact avec l’hôte. Après 4h, les arthroconidies germent 

et forment des hyphes segmentés. Il faut ensuite entre 1 et 3 jours supplémentaires pour que les 

hyphes progressent dans la couche cornée en passant par les espaces intercellulaires par dégradation 

des cornéodesmosomes et au travers des cornéocytes, de la matrice lipidique et des filaments de 

kératines agrégés. Au 4ème jour post-infection, les hyphes atteignent les couches vivantes de l’épiderme 

et rompent les jonctions serrées situées au niveau de la couche granuleuse supérieure. Suite à la 

dégradation des barrières physiques, on observe notamment que les kératinocytes produisent et 

libèrent des cytokines pro-inflammatoires, ainsi que des peptides anti-microbiens (Faway et al., 2018).  
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Figure 9 : Représentation schématique de la cinétique et des mécanismes impliqués dans l’infection 

d’épidermes humains par l’espèce dermatophyte Trichophyton rubrum (Faway et al., 2018) 

 

1.3.4. La matrice extracellulaire épidermique 

La matrice extracellulaire (MEC) représente une composante majeure du derme. C’est également le 

cas au niveau de la jonction épidermo-dermique où elle compose la lame basale de l’épiderme. 

Cependant, une MEC existe également au niveau de l’épiderme-même, bien qu’elle y soit discrète, vu 

la nature épithéliale de ce tissu (Figure 10). Cette MEC épidermique remplit les espaces intercellulaires 

de l’épiderme, essentiellement entre les kératinocytes des couches vivantes, mais également autour 

des mélanocytes, cellules de Merkel et cellules de Langerhans. En moyenne, ces espaces 

intercellulaires présentent une épaisseur de l’ordre de 15 à 20 nm. 
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Figure 10 : Observation par microscopie électronique à transmission des espaces intercellulaires 

entre les kératinocytes de la couche granuleuse d’un RHE. Les kératinocytes adjacents sont séparés 

par la MEC (*) et attachés les uns aux autres par des desmosomes (têtes de flèche). Barre d’échelle = 

10 µm  

 

Jonction épidermo-dermique 

La jonction épidermo-dermique (JED) joue un rôle pour assurer une fonction d’ancrage de l’épiderme 

sur le derme sous-jacent, une fonction de support mécanique face aux contraintes subies par 

l’épiderme et enfin, une fonction de barrière relative vis-à-vis de la plupart des cellules et des 

molécules de grande taille (Briggaman et Wheeler, 1975). 

La JED est constituée par la collaboration des cellules de l’épiderme (les kératinocytes) et des cellules 

du derme (les fibroblastes). En effet, les kératinocytes fabriquent certaines protéines comme la 

laminine 332, les fibroblastes produisent d’autres molécules comme le nidogène 1 et 2 et les deux 

types cellulaires participent à la synthèse du perlécan et du collagène VII (Nystrom et al., 2019).  

Les laminines sont des protéines composées de 3 polypeptides (α, β, γ) dont les associations donnent 

un nom aux différentes laminines. Les plus exprimées au niveau de la peau sont les laminines 332 (pour 

α3β3γ2), 311 et 511. Spécifique de la JED, la laminine 332 s’y trouve répartie de manière hétérogène. 

Elle interagit avec la laminine 311, avec le collagène XVII transmembranaire et avec les intégrines α6β4 

et α3β1. Alors que le collagène XVII (précédemment appelé l’antigène de la pemphigoïde bulleuse de 

180 kDa) est essentiel pour l’ancrage des kératinocytes à la lame basale, d’autres molécules de 

collagène sont également impliquées. Le collagène VII s’associe à la lame basale par affinité avec la 

laminine 332 et avec le collagène IV. Les fibres de collagène IV s’associent entre elles pour former un 

réseau dense et fort (Figure 11) (Nystrom et al., 2019) (Kleiser et Nystrom, 2020). 
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Figure 11 : Représentation schématique de l’association des molécules de laminine, intégrine et 

collagène impliquées dans la formation de la jonction épidermo-dermique (Kleiser et Nystrom, 2020). 

 

La matrice est également renforcée et stabilisée par des protéoglycans, comme le perlécan (Figure 12), 

et par le nidogène qui possèdent tous deux une forte affinité pour les laminines et le réseau de 

collagène IV (Nystrom et al., 2019).   

Matrice extracellulaire des couches vivantes de l’épiderme 

Les espaces entre les kératinocytes des couches vivantes de l’épiderme sont de petite taille, 

suffisamment faible pour rendre difficile leur observation en microscopie optique. C’est notamment 

grâce à une coloration au bleu Alcian que la composition riche en saccharides de la MEC a été révélée 

(Montagna et al., 1951). La matrice épidermique est largement constituée de macromolécules 

glucidiques appelées glycosaminoglycans (GAG). De manière générale, il existe cinq types principaux 

de GAG : l’héparan sulfate, la chondroïtine sulfate, le dermatan sulfate, le kératan sulfate et 

l’hyaluronan (Sandjeu et Haftek, 2009). Les GAG sont des polymères non ramifiés composés d’unités 

disaccharidiques répétées, elles-mêmes constituées par l’assemblage d’une hexosamine et d’un acide 

uronique. Les GAG sulfatés sont liés de manière covalente avec des résidus sérine de certaines 

protéines (core-protein), alors que les GAG non-sulfatés ne forment que des liaisons non-covalentes 

avec des protéines. L’association des GAG sulfatés avec des protéines donne naissance aux 

protéoglycans qui peuvent être membranaires ou sécrétés.  

La matrice épidermique est formée de plusieurs protéoglycans, lesquels portent des noms différents 

en fonction du nombre et du type de GAG dont ils sont composés. En 1987, Tammi et al ont mis en 

évidence plusieurs GAG sulfatés. La majorité de ces GAG sont représentés par l’héparan sulfate 



32 
 

(environ 60%) et 20% d’entre eux sont des chondroïtines sulfates. En 1988, l’équipe de Tammi a mis 

en évidence l’hyaluronan (HA) dans la matrice de l’épiderme, le seul GAG non-sulfaté.  

Plusieurs GAG et protéoglycans se trouvent dans la matrice épidermique (Figure 12). Les glypicans, 

composés d’héparan sulfate, sont accrochés à la membrane plasmique par une ancre GPI (glycosyl-

phosphatidyl inositol) au niveau des kératinocytes de la couche basale. Ils pourraient participer au 

développement de l’épiderme (Sandjeu et Haftek, 2009). Comme les glypicans, les syndécans (1 à 4) 

sont composés d’héparan sulfates et ancrés à la membrane plasmique des couches basales et 

épineuses (Malgouries et al., 2008) (Sandjeu et Haftek, 2009). Le versican, lié à la chondroïtine sulfate 

est sécrété dans la MEC des couches les plus basales de l’épiderme. Finalement, l’HA est observé plutôt 

concentré dans les espaces intercellulaires de l’épiderme où il peut interagir avec des protéoglycans 

comme le versican (Sandjeu et Haftek, 2009) (Wight, 2017). L’ensemble de ces molécules crée un 

environnement péricellulaire essentiellement aqueux, favorable à la diffusion des nutriments, des 

facteurs de croissance et des cytokines (Sandjeu et Haftek, 2009) (Toole, 2001), mais aussi capable 

d’héberger des terminaisons nerveuses libres et d’offrir un espace pour la migration de cellules 

immunitaires. 

 

Figure 12 : Détection de GAG (hyaluronan et héparan sulfate) et de protéoglycans (syndécans 1, 2 et 

4 et perlécan) dans la matrice de l’épiderme. La distribution de l’hyaluronan (rose), des syndécans (1-

4) (rose) et de l’héparan sulfate (brun) apparait péricellulaire alors que le perlécan (brun) apparait 

localisé au niveau de la lame basale (Adapté de Malgouries et al., 2008 et Sandjeu et Haftek, 2009) 
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2. L’hyaluronan 

2.1. Généralités 

Découvert en 1934 par Karl Meyer, l’hyaluronan, nommé aussi acide hyaluronique (HA), est présent 

chez tous les vertébrés (Meyer et Palmer, 1934). On estime que l’HA représente 15 grammes pour un 

corps humain de 70 kg (Laurent et Fraser, 1992). L’HA appartient à la famille des glycosaminoglycans 

présents dans la matrice extra- et péri-cellulaire. Contrairement à la plupart des GAG, il n’est jamais 

sulfaté et est libre dans la MEC puisqu’il ne se trouve lié de façon covalente à aucune autre molécule 

de la MEC.  

2.1.1. Structure 

L’HA est composé d’unités disaccharidiques répétées : l’acide D-glucuronique (GlcUA) et le D-N-

acétylglucosamine (GlcNAc). Ces saccharides sont liés entre eux par des liaisons β-1.3 et β-1.4 de sorte 

de former un long polymère [β(1.4)-GlcUA-β(1.3)-GlcNAc-]n (Figure 13) (Sakai et al., 2000). 

Contrairement aux autres GAG, la synthèse de l’HA n’a pas lieu dans l’appareil de Golgi mais à la face 

interne de la membrane plasmique des cellules (Weigel et al., 1997). Cette localisation 

transmembranaire des enzymes de synthèse permet de générer et d’extruder simultanément les 

polymères dans la matrice extracellulaire. Ce mécanisme permet la synthèse de molécules de haut 

poids moléculaire allant de 105 à 107 daltons et d’une longueur totale pouvant varier de 2 à 25 µm 

(Toole, 2004). Les polymères générés sont simples et linéaires (polymère non-ramifiés), ce qui confère 

à l’HA des capacités de liaisons faibles avec d’autres molécules matricielles (Fraser et al., 1997). Les 

molécules de liaison de l’HA sont communément appelées hyaladhérines. Certaines d’entre elles sont 

membranaires comme CD44 et RHAMM, les récepteurs de l’HA alors que d’autres hyaladhérines sont 

sécrétées dans la MEC. Notamment, la protéine TSG-6 qui intervient dans la réticulation de l’HA et sera 

étudiée en détails au point 3. Certains protéoglycans (aggrécan, versican) possèdent également la 

capacité de lier l’HA de façon non-covalente via leur domaine N-terminal (Toole, 2001) (Iozzo et al., 

2015). L’association de l’HA avec ces autres macromolécules donne naissance à un réseau moléculaire 

complexe, capable d’une forte rétention d’eau et conférant à cette MEC ses propriétés viscoélastiques 

qui génèrent sa résilience mécanique (Laurent et Fraser, 1992) (Toole, 2004).  
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Figure 13 : Représentation d’un disaccharide d’hyaluronan au sein du polymère (Muto et al., 2019) 

 

2.1.2. Fonctions générales de l’hyaluronan 

Malgré sa structure simple, l’HA possède un nombre élevé de fonctions diverses :  

Structuration de la MEC et hydratation : De par son association avec des protéoglycans et des 

protéines matricielles, l’HA contribue à la formation d’un réseau complexe composé de protéines et 

de sucres. En présence de fibres de collagène, la matrice se complexifie et forme un complexe 

supramoléculaire (Lee et Spicer, 2000). De plus, l’HA est une molécule chargée négativement et 

possède une grande affinité pour les molécules d’eau. A lui seul, l’HA peut retenir de grande quantité 

d’eau (jusqu’à 70% de son poids) conférant aux tissus qu’il occupe une forte capacité de déformation 

et de résilience (Nusgens et al., 2010). Dans les cartilages plus particulièrement, l’HA permet la 

lubrification des articulations (liquide synovial) et participe à l’amortissement des chocs.  

Embryogenèse : L’HA est impliqué dès le développement des structures précoces des individus. En 

effet, il apparait présent au niveau des cellules cardiaques, des cellules de la crête neurale et des 

cellules impliquées dans la formation du squelette embryonnaire. Il a été montré qu’une déficience de 

la synthèse de l’HA lors de l’embryogenèse, dépendante de l’HA synthase 2 (HAS2), était létale 

(Camenisch et al., 2000). En effet, l’absence d’HA au niveau de la gelée cardiaque empêche la 

transformation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses capables de migration 

(Markwald et al., 1978) (Zoltan-Jones et al., 2003). D’autre part, l’HA (synthétisé par la HAS2) induit la 

prolifération des cellules mésenchymateuses impliquées dans la morphogenèse du squelette (Vabres 

et al., 2010). 

Signalisation intracellulaire : Les liaisons de l’hyaluronan à ses récepteurs membranaires CD44 et 

RHAMM entre autres activent des voies de signalisation qui induisent diverses réponses capables de 

modifier les fonctions cellulaires telles que l’adhésion, la prolifération, la différenciation et la migration 

GlcUA GlcNAc 
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(Bourguignon et al., 2014). En tant que hyaladhérines, ces récepteurs seront décrits au point 2.5. De 

manière intéressante, la taille du polymère d’HA interagissant avec un de ses récepteurs détermine le 

type de réponse cellulaire. Alors que les polymères de bas poids moléculaires favorisent la division, la 

prolifération, la migration, les fragments de haut poids moléculaires sont plutôt inhibiteurs de ces voies 

(Pure et Assoian, 2009) (Bourguignon et al., 2014). 

Un même type de polymère peut montrer un effet favorable ou défavorable en fonction du contexte. 

Par exemple, les fragments de bas poids moléculaires favorisent la néovascularisation par activation 

de la prolifération des cellules endothéliales. Ce processus apparait propice à l’organisme lors de 

l’embryogenèse ou lors de la réparation tissulaire (Deed et al., 1997), cependant ces mêmes fragments 

d’HA montrent aussi une capacité à promouvoir la néovascularisation, la prolifération et la migration 

de cellules tumorales malignes (Rooney et al., 1995), ce qui est délétère pour l’organisme concerné. 

Inflammation et immunité : Dans un contexte inflammatoire, l’HA participe au recrutement des 

cellules immunitaires au site enflammé. De manière générale, les chémokines libérées en conditions 

inflammatoires augmentent l’expression des sélectines qui ralentissent les leucocytes circulants et des 

intégrines qui augmentent l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales, ce qui facilite la 

migration des cellules immunitaires à travers la paroi endothéliale. Cette diapédèse est facilitée par 

l’HA. En effet, les polymères d’HA liés à leur récepteur CD44 en surface de la membrane plasmique des 

cellules endothéliales offrent des sites d’amarrage pour les récepteurs CD44 exprimés par les 

leucocytes circulants, créant des interactions CD44-HA-CD44. Il a d’ailleurs été montré que l’absence 

de CD44 retarde l’infiltration des cellules immunitaires (Johnson et al., 2000).  

De plus, un contexte inflammatoire génère des radicaux libres (anion superoxyde, H2O2, OH-) dans les 

tissus concernés, ce qui induit le clivage des polymères d’HA. Les polymères d’HA de bas poids 

moléculaire (< 250 kDa) sont pro-inflammatoires. En effet, ces petits fragments d’HA peuvent lier les 

TLR et démarrer une réponse immunitaire innée en stimulant la production de cytokines telles que l’IL-

1β et le TNF-α (Stern et al., 2006). 

2.1.3. Localisation 

D’abord mis en évidence dans la substance fondamentale de l’humeur vitrée de l’œil (Meyer et Palmer, 

1934), l’HA est présent dans de nombreux tissus et organes adultes. La distribution de l’HA a été 

étudiée de manière détaillée et approfondie chez le rat et c’est sur cette base que la répartition de 

l’HA humain a été estimée (Tableau 1). Une certaine quantité d’HA se trouve dans les organes internes 

tels que les reins, les poumons, les intestins, le cerveau ou encore l’estomac, mais il est aussi localisé 

dans les muscles, les os et les tissus conjonctifs de soutien en général. Une concentration élevée est 

observée dans la gelée de Wharton du cordon ombilical, mais aussi dans les matrices cartilagineuses. 
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Pour l’ensemble de l’organisme, 50% de l’HA total se trouve dans la peau (Fraser et al., 1997) (Nusgens 

et al., 2010). La majorité de cet HA se localise bien évidemment dans le derme, mais une quantité non-

négligeable occupe les espaces intercellulaires des couches vivantes de l’épiderme, c’est-à-dire 

principalement entre les kératinocytes de la couche basale, de la couche épineuse et partiellement de 

la couche granuleuse (Tammi et al., 1988). Toutefois, une fraction minime de fragments d’HA (détectés 

sous forme de di- ou de tétra-saccharides) est par ailleurs localisée dans le compartiment 

intracellulaire des cornéocytes (Sakai et al., 2000). 

 

Tableau 1 : Répartition de l’hyaluronan (HYA) dans divers tissus et organes chez le rat, exprimé en 

pourcent (Fraser et al., 1997) 

 

2.2. Synthèse  

Comme précédemment mentionné, l’HA est synthétisé par des enzymes localisées à la face interne de 

la membrane plasmique des cellules. Ces enzymes, portant le nom de HA synthases (HAS), sont des 

glycosyltransférases qui transfèrent séquentiellement de l’uridine diphosphate (UDP)- N-acétyl-D-

glucosamine (GlcAc) et de l’UDP- D-glucuronate (GlcUA) au niveau de l’extrémité réductrice du 

polymère en synthèse (Figure 14). L’ajout successif des monosaccharides s’accompagne de la sortie 

des polymères d’HA directement dans la MEC (Weigel et al., 1997). 

 

Figure 14 : Synthèse d’un polymère d’HA directement dans la MEC par ajout successif de GlcNAc et 

de GlcUA via une enzyme transmembranaire d’HA synthase (Triggs-Raine et al., 2015) 
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Les substrats des HAS, l’UDP-GlcNAc et l’UDP-GlcUA, sont produits à partir d’intermédiaires rendus 

disponibles par le métabolisme du glucose (Figure 15) (Weigel et DeAngelis, 2007).  

 

Figure 15 : Voie de synthèse des substrats UDP-GlcUA et UDP-GlcNAc à partir du glucose. UGDH : 

UDP-glucose déshydrogénas, GFAT : fructose-6-phosphate amidotransférase, GNPNAT1 : 

glucosamine-phosphate N-acétyltransférase 1, PGM3 : phosphoglucomutase 3, UAP1 : UDP-GlcNAc 

pyrophosphorylase (Kobayashi et al., 2020) 

 

Chez les mammifères, trois isoenzymes correspondant aux hyaluronan synthases ont été identifiées : 

HAS1, HAS2 et HAS3. Bien que codées par des gènes se trouvant sur des chromosomes différents 

(19q13.3 pour HAS1, 8q24.12 pour HAS2 et 16q22.1 pour HAS3 chez l’homme), ces enzymes sont très 

proches en termes de séquence d’acides aminés et de structure secondaire et tertiaire car elles 

partagent 55 à 70% d’identité (Spicer et al., 1998). Elles sont composées d'une région N-terminale, 

d'une région C-terminale et d'une région transmembranaire centrale présentant une similarité de 75 

à 87 % (Itano et al., 1999). Les trois enzymes sont composées de sept domaines transmembranaires 

(Weigel et al., 1997) et possèdent des domaines de liaison distincts pour leurs deux substrats (Weigel 

et DeAngelis, 2007). Bien que structurellement similaires, les trois HAS sont caractérisées par une 

expression temporelle, une taille de polymère d’HA générés et une activité enzymatique très différents 

(Itano et al., 1999). L'activité des HAS dépend partiellement de la concentration du substrat UDP-

GlcNAc disponible dans les cellules. Alors que la Vmax ne montre pas de différence significative entre 

les trois enzymes, le Km de la HAS1 est plus élevé que celui des HAS2 et 3, ce qui signifie que la HAS1 a 

une affinité plus faible pour son substrat que les deux autres enzymes (Itano et al., 1999). Par 

conséquent, la HAS1 nécessite une plus grande concentration en UDP-GlcNac et en UDP-GlcUA pour 

former des polymères d'HA que les HAS2 et HAS3 (Rilla et al., 2013). 
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La HAS1 est exprimée durant les phases précoces du développement embryonnaire (gastrulation et 

neurulation) (Spicer et al., 2003). Cette synthase produit des fragments de haut poids moléculaires 

(2x105 – 2x106 Da) (Itano et al., 1999). Au niveau de l’épiderme, il a été montré que cette enzyme était 

la plus exprimée durant la différenciation des kératinocytes (Malaisse et al., 2014).  

La HAS2 est essentielle durant le développement des individus et l’embryogénèse (Camenisch et al., 

2000). Alors qu’elle apparait très peu exprimée chez l’adulte, une surexpression de celle-ci provoque 

des modifications cutanées. Notamment, une surexpression de la HAS2 induit l’augmentation de la 

quantité et de l’épaisseur de la peau, ce qui est précisément le cas pour les chiens de la race Sharpei 

(Figure 16a) (Zanna et al., 2009). De façon intéressante, le rat-taupe nu présente quant à lui une HAS2 

mutée provoquant une synthèse accrue d’HA de haut poids moléculaire (Figure 16b) (Tian et al., 2013). 

A l’inverse, chez les personnes âgées, la diminution d’épaisseur de la peau est accompagnée d’une 

expression amoindrie de la HAS2 (Terawaza et al., 2015). Cette enzyme génère des polymères d’HA de 

poids moléculaires inférieurs à ceux générés par la HAS1.  

 

Figure 16 : Photos d’un (a) chien de race Shar pei (https://www.omlet.fr/breeds/chiens/sharpei/) et 

(b) rat-taupe nu (Shutterstock.com 1976046895). 

 

La HAS3 fabrique des polymères de bas poids moléculaires (105 – 106 Da) (Itano et al., 1999). Cette 

enzyme est majoritairement exprimée au cours de processus inflammatoires en général (Tavianatou 

et al., 2019), notamment au niveau de cellules de peaux enflammées (Barnes et al., 2012). Alors qu’en 

2008, il avait été publié que la HAS3 était abondamment exprimée dans des kératinocytes sains 

(Kakizaki et al., 2008), Malaisse et al (2014) ont mis en évidence que la HAS3 est davantage 

surexprimée au niveau de peaux lésionnelles de dermatite atopique, tandis que la HAS1 est surtout 

exprimée par les kératinocytes présents dans un épiderme sain.  
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L’activité des HAS peut être modifiée par des facteurs de croissance et des cytokines comme le KGF 

(keratinocyte growth factor), l’EGF (epidermal growth factor), le TNF-α, le TGF-β et les BMP (bone 

morphogenetic protein) ainsi que l’UTP extracellulaire (Stern et al., 2006) (Pienimaki et al., 2001) 

(Jokela et al., 2017). Des modifications post-traductionnelles des enzymes peuvent également modifier 

leur activité (Tammi et al., 2011). La phosphorylation (Bourguignon et al., 2007) (Kasai et al., 2020) et 

la O-GlcNAcylation (Moretto et al., 2015) des HAS peuvent provoquer une augmentation de leur 

activité, cependant le lien entre les modifications post-traductionnelles et les modifications d’activités 

n’est pas encore connu. Finalement la mono-ubiquitination de la HAS2 pourrait être impliquée dans 

son activité enzymatique (Karousou et al., 2010). 

2.3. Dégradation 

Les polymères d’HA sont caractérisés par une vitesse de renouvellement élevée rendue possible grâce 

à l’activité d’enzymes de dégradation. De manière générale, il est estimé qu’un tiers de l’HA corporel 

total est remplacé chaque jour. En effet, le temps de demi-vie des molécules d’HA est relativement 

court, pouvant aller de 2-3 semaines dans le cartilage à seulement quelques minutes dans le 

compartiment sanguin. Dans l’épiderme, la vitesse de renouvellement de l’HA est de 1 à 2 jours (Fraser 

et al., 1997) (Stern, 2003).  

La dégradation des polymères d’HA est assurée à différents niveaux. En contexte normal, le réseau 

lymphatique assure 85% de la dégradation et la circulation sanguine achemine les fragments d’HA vers 

le foie et les reins (Triggs-Raine et al., 2015). En contexte inflammatoire, la présence de radicaux libres 

s’ajoute pour participer à la dégradation de l’HA (Stern et al., 2006). Les principales enzymes 

responsables de la dégradation de l’HA sont des endoglycosidases et des exoglycosidases. Les 

hyaluronidases (HYAL) font partie de la famille des endoglycosidases et clivent spécifiquement la 

liaison β(1.4) des polymères (Figure 17). Les oligosaccharides résiduels sont alors hydrolysés par les 

exoglycosidases β-D-glucuronidases et β-N-acétyl-D-hexosaminidases (Linker et al., 1955).  

 



40 
 

 

Figure 17 : Dégradation des polymères d’HA par l’action d’une hyaluronidase qui clive la liaison β-1.4 

(Triggs-Raine et al., 2015) 

 

Chez l’humain, six gènes codants pour des hyaluronidases ont été identifiés. Ces gènes présentent 40% 

d’homologie les uns aux autres mais diffèrent en termes d’expression et de localisation des protéines. 

Les gènes codants pour les HYAL1, 2 et 3 sont tous trois localisés sur le chromosome 3 alors que les 

gènes exprimant HYAL4, PHYAL1 et SPAM1 se trouvent sur le chromosome 7 (Csoka et al., 2001). 

La hyaluronidase 1 est responsable du clivage des polysaccharides en di- ou tétra-saccharides.  Elle est 

fortement exprimée dans des organes tels que le cœur, le foie, la rate et les reins, et est également 

présente dans le sang et les urines (Csoka et al., 2001). En termes de localisation subcellulaire, il a été 

montré que HYAL1 est présente sous une forme précurseur dans les endosomes (environ 57 kDa) et 

une forme mature (environ 45 kDa) dans les lysosomes, notamment dans les macrophages (Puissant 

et al., 2014) et dans le foie (Boonen et al., 2014). Un pH acide (environ 3.7) est nécessaire à la 

maturation protéolytique et l’activité de dégradation de HYAL1. Une déficience en HYAL1 se traduit 

par la mucopolysaccharidose de type IX associée à des problèmes articulaires (Triggs-Raine et al., 1999) 

(Imundo et al., 2011). Les souris Hyal1-/- présentent une accumulation d’HA dans les tissus 

périphériques et dans le sérum qui semble ne pas produire de conséquence au niveau hépatique 

(Bourguignon et al., 2016). Au niveau rénal, l’enzyme Hyal1 est responsable du clivage de l’HA 

intracellulaire, alors que l’enzyme Hyal2 est responsable de la digestion de l’HA extracellulaire, mais 

aucune des deux enzymes ne semble impliquée dans la fonction du rein en tant que tel. Néanmoins, 

une déficience en Hyal1 ou en Hyal2 provoque une accumulation d’HA dans les cellules rénales qui 

aggrave la réponse inflammatoire dans le cas d’une ischémie-reperfusion (Colombaro et al., 2015a et 

2015b). Finalement, il a été montré que l’enzyme Hyal1, en dégradant l’HA du glycocalyx endothélial 
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provoque des dysfonctions de l’endothélium et participe à la pathogenèse du diabète (Dogné et al., 

2016 et 2018). 

La hyaluronidase 2 est structurellement similaire à la HYAL1 mais présente une activité et une 

localisation différente. En effet, la protéine HYAL2 est ancrée à la membrane plasmique des cellules 

par une ancre GPI et fragmente l’HA en oligosaccharides de 20kDa (Harada et Takahashi, 2007) (Girish 

et Kemparaju, 2007). Cette enzyme apparait essentielle lors de l’embryogenèse car son absence 

provoque des problèmes de développement cardiaque et du squelette (Chowdhury et al., 2013). Les 

souris adultes Hyal2-/- présentent également des défauts congénitaux dans la formation des os 

frontonasaux et vertébraux, faisant penser à un nouveau type de mucopolysaccharidose IX (Jadin et 

al., 2008). En absence de Hyal2, une grande quantité d’HA de haut poids moléculaire se retrouve dans 

la lymphe et le sang. Dans ce cas, la taille des polymères d’HA altère leur endocytose et dès lors la 

dégradation d’HA dans le foie (Jadin et al., 2008) (Bourguignon et al., 2016). De plus, les souris Hyal2-/- 

présentent une microangiopathie thrombotique chronique avec anémie hémolytique (Onclinx et al., 

2015). L’expression de Hyal2 par les plaquettes sanguines est nécessaire à la régulation de 

l’extravasation des leucocytes dans les premiers stades de la colite (Petrey et al., 2019). 

La hyaluronidase 3 est essentiellement détectée dans les testicules et la moelle osseuse, suggérant 

qu’elle soit impliquée dans la régulation des cellules souches étant donné que ces tissus conservent 

des cellules souches durant toute la vie de l’organisme. Cependant aucune activité enzymatique n’a 

encore été associée à la HYAL3 (Csoka et al., 2001). 

La hyaluronidase 4 est exprimée dans le placenta et au niveau du muscle squelettique. Bien que 

nommée « hyaluronidase », la HYAL4 ne dégrade pas l’HA et est en fait une chondroïtinase (Csoka et 

al., 2001). 

PHYAL1 est un pseudogène non fonctionnel chez l’Homme. En effet, suite à deux délétions dans le 

gène, un codon stop prématuré rend le gène non codant. Cependant, chez la souris, ce gène est intact, 

fonctionnel et actif (Csoka et al., 2001). 

SPAM1, également appelé PH-20, est une hyaluronidase testiculaire impliquée dans la fécondation. 

Cette enzyme se localise spécifiquement au niveau de l’acrosome des spermatozoïdes et permet la 

dégradation de l’HA qui constitue la matrice extracellulaire et la zone pellucide de l’ovocyte (Girish et 

Kemparaju, 2007). 

Parmi ces 6 enzymes, seules HYAL1, HYAL2 et SPAM1 présentent une réelle activité de dégradation de 

l’acide hyaluronique. Alors que SPAM1 possède une activité restreinte aux spermatozoïdes, HYAL1 et 

HYAL2 sont présentes et actives dans divers tissus et notamment au niveau de l’épiderme. Un modèle 



42 
 

de dégradation de l’HA basé sur la coopération de ces deux enzymes a été proposé au début des 

années 2000 (Figure 18) (Tammi et al., 2001) (Stern, 2003) : Les polymères d’HA constituent la MEC 

entourant les cellules où l’HA péri-cellulaire se lie à son récepteur membranaire CD44. L’enzyme HYAL2 

se trouve également ancrée à la membrane des cellules, à proximité des chaines d’HA physiquement 

rapprochées par leur interaction avec CD44. L’enzyme HYAL2 dégrade les polymères d’HA en 

oligosaccharides de 20kDa environ qui sont simultanément internalisés dans des endosomes. Ces 

endosomes, contenant les fragments d’HA fusionnent avec des lysosomes où se localise HYAL1. 

L’acidité des endolysosomes permet la maturation protéolytique de HYAL1 et la rend plus active ce qui 

permet la digestion de l’HA en di- ou tétra-saccharides. Les fragments résiduels d’HA sont alors pris en 

charge par les exoglycosidases β-D-glucuronidases et β-N-acétyl-D-hexosaminidases afin de générer 

les deux sucres de base.  

 

Figure 18 : Modèle de dégradation de l’HA par coopération de CD44, HYAL2 et HYAL1. La liaison de 

l’HA à son récepteur le rapproche de la membrane plasmique à laquelle est ancrée la HYAL2 qui 

dégrade l’HA en oligosaccharides simultanément à son internalisation. Suite à la fusion des 

endosomes et les lysosomes, l’HA est dégradé en disaccharides par HYAL1 et peut ensuite être clivé 

par des hexosaminidases (Triggs-Raine et al., 2015) 
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Plus récemment, une autre hyaluronidase a été identifiée, nommée KIAA1199, mais aussi CEMIP (cell-

migration inducing protein) ou encore HYBID (HA-binding protein involved in HA depolymerization). 

Elle dégrade l’HA de haut poids moléculaire (10 000 kDa) en fragments de bas poids moléculaires (10 

à 100 kDa) via l’endocytose médiée par la clathrine (Figure 19). Cette dégradation a lieu de manière 

indépendante de la coopération HYAL1/HYAL2/CD44. KIAA1199 est notamment exprimée dans le 

derme et le cartilage (Shimizu et al., 2018) (Yoshida et al., 2018). Cette hyaluronidase est impliquée 

dans la régulation de l’inflammation dans le derme liée à une infection car il a été montré que son 

absence augmente l’inflammation et l’activité antimicrobienne précisément dans ce tissu dermique 

(Dokoshi et al., 2020). 

 

 

Figure 19 : Représentation de la dégradation de l’HA par KIAA1199 via l’endocytose de l’HA dans des 

vésicules recouverte de clathrine (Yoshida et Okada, 2019) 

 

2.4. Fonctions de l’HA épidermique 

Alors que l’HA dermique a pour fonction majeure l’hydratation et l’amortissement des chocs, l’HA 

épidermique plus discret serait impliqué dans la régulation de plusieurs processus directement 

dépendants de la matrice extracellulaire, bien que certains rôles précis soient encore méconnus, voire 

encore controversés. 

2.4.1. Régulation de la prolifération des kératinocytes 

Comme mentionné plus haut dans cette introduction de thèse, en se liant à son récepteur CD44, l’HA 

active des voies de signalisation qui peuvent entre autres induire la migration et la prolifération des 

kératinocytes (Purée et Assoian, 2009). 

Il a été démontré, déjà en 1991, qu’une mise en place rapide de l’HA à la surface des kératinocytes 

nouvellement produits par divisions cellulaires intervient et crée un lien entre la production accrue 
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d’HA et le processus de division cellulaire lui-même (Tammi et al., 1991). Plus tard, le même groupe a 

montré que le traitement d’épidermes avec l’EGF (Epidermal Growth Factor) stimule la prolifération 

des kératinocytes simultanément à une augmentation de la production d’HA (Pasonen-Seppanen et 

al., 2003). De manière cohérente avec ces résultats, il a été rapporté qu’une application topique 

cutanée d’HA lié à de la phosphatidyléthanolamine (pour permettre le passage de la barrière 

hydrophobe) induit la prolifération des kératinocytes et l’épaississement de l’épiderme (Symonette et 

al., 2014). Toujours en accord avec ces informations, in vivo, l’injection d’HA dans le derme profond de 

peaux préalablement à une lésion accélère la réépithélialisation, sans modifier le processus 

inflammatoire (Nyman et al., 2019). Lorsque les kératinocytes sont traités au 4-méthylumbelliferone 

(4-MU), un inhibiteur de la synthèse de l’HA, la réduction de la production d’HA s’accompagne d’un 

arrêt de la prolifération et une diminution de la migration des kératinocytes due à des modifications 

du cytosquelette (Rilla et al., 2004). Cependant, lors d’une série d’expérimentations réalisées par 

l’équipe de notre laboratoire, le 4-MU a été identifié comme étant une molécule inadéquate pour 

l’étude de la prolifération cellulaire car elle inhibe directement la prolifération des kératinocytes 

épidermique de manière indépendante à la présence ou non d’HA (Malaisse et al., 2016). Néanmoins, 

d’autres études ont montré une certaine implication de l’HA sur la prolifération cellulaire, mais sans 

avoir recours à l’utilisation du 4-MU. Par exemple, l’ajout d’HA exogène à une culture organotypique 

provoque l’induction de la prolifération accompagnée d’un épaississement de l’épiderme, mais en 

plus, l’expression de molécules intervenant dans la jonction épidermo-dermique se trouve également 

augmentée (Gu et al., 2010). Plus récemment en 2020, le traitement d’épidermes avec la molécule 1-

éthyl-β-N-acétylglucosamine (β-NAG2), un substrat pouvant être converti en UDP-N-

acétylglucosamine par la cellule, a stimulé la production d’HA tout en augmentant la prolifération des 

cellules basales (Endo et al., 2020).  

Cependant, malgré toutes ces études montrant un lien entre la production d’HA et la prolifération des 

kératinocytes, Malaisse et al (2016) n’ont pas trouvé de lien de cause à effet entre ces deux 

évènements. Par exemple, ni un traitement des épidermes reconstruits avec une hyaluronidase 

exogène provenant d’une bactérie du genre Streptomyces (StrepH), ni le blocage de la synthèse de 

l’HA par réduction de l’expression (knock-down) de l’UGDH (UDP-glucose 6-déhydrogénase), n’ont eu 

pour conséquences des modifications de la prolifération des kératinocytes épidermiques.  
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2.4.2. Régulation de la différenciation des kératinocytes 

D’autres équipes de recherche se sont plus particulièrement intéressées aux liens éventuels qui 

existent entre l’HA et le processus de différenciation des kératinocytes.  

Certaines publications qui s’intéressent à ces questions montrent l’HA comme répresseur du processus 

de différenciation. En 2003, une étude réalisée sur des kératinocytes de rats a mis en évidence qu’un 

traitement avec du KGF (Keratinocyte Growth Factor) induisait une accumulation d’HA par activation 

des HAS2 et HAS3. Or, parallèlement à cette augmentation de la quantité d’HA, l’expression de 

marqueurs de différenciation tels que la kératine 10 suprabasale, et dans une moindre mesure la 

filaggrine, était diminuée dans de telles conditions (Karvinen et al., 2003). Un an plus tard, des 

épidermes reconstruits à partir de cellules immortalisées de rat ont été traités avec une hyaluronidase 

exogène StrepH. A la suite de la dégradation spécifique de l’HA induite de cette manière, l’expression 

des marqueurs de différenciation précoces (kératine 10) et tardifs (filaggrine) a semblé légèrement 

augmentée (Passi et al., 2004). Une autre étude, basée sur l’utilisation de StrepH sur des épidermes de 

souris, a produits des observations qui ont conduit à tirer des conclusions similaires. La présence de 

StrepH dégrade l’HA et provoque la réduction de moitié de l’épaisseur de l’épiderme. Cependant, 

l’expression de la kératine 10 et l’expression de la filaggrine apparaissent davantage stimulées qu’en 

présence d’HA (Maytin et al., 2004). Une explication proposée serait que les kératinocytes dépourvus 

d’HA péricellulaire par le traitement via la hyaluronidase exogène peuvent entrer de manière précoce 

en différenciation, produisant en conséquence un épiderme reconstruit plus fin que les contrôles 

pourvus d’HA dans leur voisinage. 

A l’inverse, d’autres études réalisées par Farwick et al. (2011) et Endo et al. (2020) ont mis en évidence 

l’effet activateur de l’HA sur la différenciation épidermique. Alors que les tailles des polymères d’HA 

peuvent exercer des effets opposés sur les voies de signalisation, ils peuvent aussi réguler l’expression 

de marqueurs de différenciation. Une augmentation de la quantité des fragments d’HA induit une 

augmentation de l’expression de marqueurs tardifs de différenciation et notamment des protéines 

impliquées dans la constitution des jonctions serrées (claudine et occludine) (Farwick et al., 2011). 

Récemment, des épidermes humains traités avec du 1-éthyl-β-N-acétylglucosamine (β-NAG2) ont 

présentés une production d’HA accrue accompagnée d’une augmentation de la stratification de 

l’épiderme et par la même occasion de l’expression de la filaggrine et de la transglutaminase 1. Cette 

accélération de la différenciation peut cependant être rétablie à son niveau basal en bloquant l’enzyme 

de conversion du substrat β-NAG2 (Endo et al., 2020).  

D’autre part, la stimulation de la différenciation par l’HA passe entre autres par son interaction avec 

son récepteur CD44. Bourguignon et al. (2004) ont mis en évidence que l’interaction HA-CD44 est 
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impliquée dans le recrutement de la protéine kinase N-γ (PKN) qui stimule la voie de signalisation Rac1 

et induit la phosphorylation de la phospholipase C (PLC). L’augmentation de l’activité de la PLC 

augmente la concentration cytoplasmique en ions Ca2+ et induit par conséquent la différenciation des 

kératinocytes. Parallèlement, l’ajout d’HA induit l’augmentation de l’expression de marqueurs de 

différenciation tardif comme l’involucrine et la transglutaminase (Bourguignon et al., 2004). En accord 

avec ces résultats, l’ajout d’HA exogène provoque l’augmentation de l’expression de la kératine 10, de 

l’involucrine et de la profilaggrine sous la dépendance de CD44 (Bourguignon et al., 2006). De manière 

cohérente, l’absence de CD44 dans l’épiderme empêche ce phénomène et provoque même une 

diminution de l’expression de la kératine 10 et de la filaggrine (Shatirishvili et al., 2016). Une autre 

étude basée sur l’ajout d’HA (sous forme tétra-saccharidique) à des cultures de kératinocytes a montré 

l’expression accrue de la kératine 10 simultanément avec la phosphorylation de CD44 et avec une 

augmentation de la concentration en ions Ca2+ cytosolique (Kage et al., 2014).  

Finalement, les études menées par Malaisse et al. (2016) dans notre laboratoire ont conduit à conclure 

que la présence de l’HA au voisinage des cellules épidermiques d’une part et le processus de 

différenciation de ces cellules d’autre part sont deux évènements indépendants. En effet, les 

traitements d’épidermes reconstruits humains par le 4-MU, ou la StrepH, n’ont montré aucun impact 

sur l’expression de la kératine 10, la filaggrine et l’involucrine. De même que des kératinocytes 

déficients pour l’enzyme de synthèse UGDH n’ont montré aucune régulation de la différenciation 

(Malaisse et al., 2016). 

2.4.3. Participation à la barrière épidermique 

L’étape ultime de la différenciation des kératinocytes est la kératinisation qui correspond à la 

formation des cellules mortes constituant notamment la couche cornée de l’épiderme (voir point 

1.3.2.). Lors de cette étape, les cornéocytes se retrouvent enveloppés dans une matrice lipidique qui 

contribue à la barrière étanche rencontrée en surface de l’épiderme. Pour rappel, les lipides sont 

sécrétés dans la MEC par les cellules de la couche granuleuse lors de l’excrétion des corps lamellaires. 

Lorsque le métabolisme de ces lipides est perturbé, l’intégrité de la barrière est rapidement altérée. 

L’HA et son récepteur CD44 sont impliqués dans la mise en place de cette barrière cutanée. Il est à 

noter que l’interaction HA-CD44 transmet de l’information dans les deux directions : la présence d’HA 

influence l’expression de CD44 (Gruber et al., 2021). Et inversement en absence de CD44, une moindre 

quantité d’HA est détectée dans les épidermes et ceux-ci apparaissent plus fins (Bourguignon et al., 

2006). 

L’HA et CD44 interviennent dans la formation et la polarisation de la sécrétion des corps lamellaires. 

En effet, il a été démontré qu’en absence de CD44 (souris knock-out), le contenu et la polarisation de 
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la sécrétion des corps lamellaires étaient perturbés. Alors qu’en conditions normales les lipides sont 

exclusivement sécrétés au pôle apical des kératinocytes de la couche granuleuse, à l’interface avec les 

cornéocytes, l’absence de CD44 provoque une sécrétion baso-latérale des corps lamellaires qui 

s’ajoute à la sécrétion apicale habituelle (Figure 20). De plus, la synthèse du cholestérol stimulée par 

la présence de l’HA est bloquée. Ces défauts de polarisation des kératinocytes granuleux et de synthèse 

de lipides affectent la structure et la fonction de la barrière épidermique (Bourguignon et al., 2006). 

En accord avec ces observations, il a été montré que l’ajout d’HA (tétra-saccharidique) permet 

d’augmenter le niveau d’expression des enzymes de synthèse des céramides, ainsi que le contenu 

intracellulaire en céramides. Cette amélioration du contenu lipidique médié par l’HA permet 

l’amélioration de la rétention d’eau dans la couche cornée, tout en diminuant la perte d’eau 

transépithéliale (Kage et al., 2016). 

 

Figure 20 : Images de microscopie électronique à transmission mettant en évidence la sécrétion des 

corps lamellaires au pôle apical dans les épidermes Cd44+/+ et aux pôles apical et basal dans les 

épidermes Cd44-/-. Les flèches blanches pointent le pôle basal et les flèches noirs pointent le pôle 

apical des cellules de la couche granuleuse (Bourguignon et al., 2006) 

 

L’absence de CD44 a également un impact sur la formation des jonctions serrées. Il a été démontré en 

effet que les souris Cd44-/- présentent un retard transitoire d’un jour dans l’établissement de la barrière 

cutanée au 18.5ème jour d’embryogenèse. Ce retard coïncide avec une altération des protéines 

constituant les jonctions serrées (Kirschner et al., 2011).  

Tous ces défauts de barrière mènent à la formation d’épidermes plus fins et présentant des délais dans 

la récupération d’une barrière fonctionnelle suite à une blessure. 

2.4.4. Cicatrisation et inflammation 

La peau est constamment soumise à de nombreuses contraintes et dommages, notamment des 

blessures, des brûlures, des coups de soleil, etc. Tous ces évènements provoquent des réactions 

inflammatoires et impliquent à différents égards l’acide hyaluronique. 

Cd44+/+ Cd44-/- 
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Processus de cicatrisation cutanée 

Le processus de cicatrisation consiste à restaurer l’épiderme et ses fonctions de barrières après une 

blessure qui abime les structures cutanées. La cicatrisation se déroule en 4 phases successives : 

L’hémostase est la première phase et prend place directement après la blessure. Elle vise à réduire 

immédiatement la perte de sang par la formation d’un caillot fibrineux qui démarre par l’adhésion des 

plaquettes au collagène par l’intermédiaire de la fibronectine et du facteur de von Willebrand et 

l’agrégation des plaquettes entre elles via le fibrinogène et se prolonge par la coagulation sanguine. 

Ce caillot, appelé aussi clou plaquettaire, est composé d’un réseau riche en fibrine, en fibronectine, et 

en thrombospondine et enferme des cellules sanguines dont de nombreux globules rouges. Au niveau 

du clou plaquettaire, les plaquettes libèrent des cytokines et des facteurs de croissance comme le TGF-

α, le PDGF, l’EGF, etc, qui recrutent des cellules impliquées dans la réparation tissulaire comme des 

macrophages et des fibroblastes (Ghatak et al., 2015). 

La phase d’inflammation est caractérisée par le recrutement de cellules du système immunitaire, 

comme les neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes par attraction chimiotactique (ex : la 

chémokine CXCR2, l’IL-8, etc.). Les neutrophiles sont responsables du « nettoyage » de la plaie en 

libérant des enzymes (lysozymes, hydrolases acides, etc.) et des ROS visant à détruire les éventuels 

microbes et bactéries. Les neutrophiles libèrent également des cytokines (IL-1α et IL-1β, IL-6) qui vont 

à leur tour attirer d’autres cellules immunitaires. Les macrophages terminent l’action des neutrophiles 

en phagocytant ces derniers et en éliminant les débris restants (Ghatak et al., 2015). 

La prolifération et la migration cellulaires sont ensuite induites via la sécrétion de cytokines (IL-1, TNF-

α, interféron) et facteurs de croissance (FGF, VEGF, TGF-α) par les macrophages. Cela stimule la néo-

angiogenèse ainsi que le recrutement de fibroblastes et de kératinocytes. La migration des cellules 

dans la MEC fibreuse est favorisée par l’action des métalloprotéinases matricielles (MMP), 

endopeptidases qui dégradent les molécules de la matrice. Les fibroblastes sécrètent collagène et 

fibronectine de sorte qu’ils élaborent une nouvelle matrice extracellulaire riche en glycosaminoglycans 

(chondroïtine, dermatan et héparan sulfates) qui facilite la migration des cellules. Les kératinocytes 

migrent et prolifèrent à partir du fond de la plaie et adhèrent à la lame basale nouvellement établie 

par la coopération des kératinocytes et des fibroblastes (Gall, 2010) (Ghatak et al., 2015). 

Lors de la phase de remodelage, l’inflammation diminue grâce à la sécrétion de cytokines anti-

inflammatoires, par les mastocytes notamment. La MEC dermique est remodelée et les fibroblastes se 

différencient en myofibroblastes sous l’action du TGF-β (Simpson et al., 2009). Ces cellules contractiles 

participent activement à la fermeture des berges. Quant à l’épiderme, le caractère hyper-prolifératif 

des kératinocytes s’interrompt et leur production revient à un rythme normal (Gall, 2010).  



49 
 

Durant ce processus long et complexe, l’acide hyaluronique intervient de manière très variée durant 

les différentes étapes successives.  

 Au cours de la cicatrisation, la production d’acide hyaluronique augmente sous l’influence de 

nombreux facteurs de croissance. En effet, de l’EGF, du KGF, du TGF-β et du HB-EGF sont produits, 

d’abord au niveau du clou plaquettaire et ensuite par les macrophages recrutés au niveau du site lésé. 

En conditions normales, le précurseur de l’HB-EGF se trouve initialement inséré dans la membrane 

plasmique, mais lors d’une blessure, il se trouve clivé par l’action de métalloprotéinases (notamment 

ADAM17) qui libèrent l’HB-EGF sous une forme soluble (Hiratsuka et al., 2015). Le KGF et l’EGF sont 

connus pour cibler les gènes des HAS2 et HAS3 et ainsi induire une production accrue d’HA, lequel 

exerce un effet pro-migratoire sur les kératinocytes (Karvinen et al., 2003) (Pasonen-Seppanen et al., 

2003). Simultanément, la présence d’EGF stimule la production du récepteur CD44 par les cellules de 

la couche basale de l’épiderme. De manière intéressante, CD44 est localisé dans les membranes 

plasmiques au niveau des radeaux lipidiques, comme le récepteur de l’EGF (EGFR) (Pasonen-Seppanen 

et al., 2003). La liaison de l’EGF ou de l’HB-EGF à l’EGFR induit les voies de signalisation des ERK/MAP 

kinases, des PI3 Kinases / AKT et des STAT qui stimulent l’expression des HA synthases (Figure 21) (Lee 

et al., 2019) (Monslow et al., 2009). L’augmentation de la quantité d’HA influence la migration 

cellulaire mais aussi la prolifération des cellules endothéliales, ce qui favorise la néo-angiogenèse (Gall, 

2010). De plus, CD44 apparait plus exprimé. L’interaction HA-CD44 au niveau des cellules endothéliales 

permet, comme précédemment mentionné, de faciliter le recrutement des cellules inflammatoires. En 

absence de CD44, une moins grande quantité d’HA s’accumule au site lésionnel et la prolifération des 

kératinocytes sous l’influence des facteurs de croissance diminue (Kaya et al., 1997). Ajoutons enfin 

qu’il a été démontré récemment que la cicatrisation se trouve retardée en absence de CD44 

(Shatirishvili et al., 2016). 

 

Figure 21 : Voies de signalisation activées par la liaison de l’EGF ou de l’HB-EGF à l’EGFR et menant à 

l’expression des HAS (Adapté de Lee et al., 2019) 
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Au début du processus de cicatrisation, l’HA initialement synthétisé est de haut poids moléculaire. Cet 

HA se trouve au niveau du clou plaquettaire et permet une forte rétention d’eau, favorisant par 

conséquent la formation d’un œdème (Frenkel, 2014). L’importante matrice temporaire régule la 

migration des cellules vers le site inflammatoire (Muto et al., 2019). L’interaction HA-CD44 participe à 

la formation d’une matrice péricellulaire organisée qui facilite le recrutement des neutrophiles au site 

de lésion. Cependant les cellules inflammatoires vont à leur tour sécréter des cytokines de type TNF-

α, IL1-β et IL-8 (Chen et al., 1999). La stimulation des kératinocytes par ces molécules pro-

inflammatoires change l’organisation de l’HA péricellulaire et induit la formation de câbles d’HA (Jokela 

et al., 2008). D’autres protéines, de type hyaladhérines telles que la protéine TSG-6 (TNFα-stimulated 

gene 6), sont surexprimées et impliquées dans l’organisation de cette matrice lors de la cicatrisation. 

Les leucocytes adhèrent aux câbles d’HA et se retrouvent « séquestrés », ce qui les empêche de lier 

leur récepteur et d’induire une réaction inflammatoire plus forte. Les câbles d’HA séquestrent 

également d’autre médiateurs pro-inflammatoires (Day et al., 2005) (Wang et al., 2011). Dans ce 

contexte, l’HA exerce donc des propriétés anti-inflammatoires. 

Le contexte inflammatoire génère également des ROS et une surexpression des hyaluronidases (HYAL1 

et HYAL2), ainsi qu’une surexpression des hexosaminidases. Les polymères d’HA se retrouvent alors 

fragmentés en oligomères de bas poids moléculaires. Ces fragments sont potentiellement reconnus 

comme des antigènes par les TLR 2 et 4, ce qui induit la production de cytokines pro-inflammatoires 

(TNF-α, IL-6, IL-1β) médiées par l’activation de NFκB. Ces cytokines activent en retour la transcription 

des HAS qui produisent massivement de nouveaux polymères d’HA et génèrent un cercle vicieux 

inflammatoire (Figure 22) (Ghatak et al., 2015) (Kavasi et al., 2017). Il a été montré que l’absence de 

TLR 2 et 4 protège contre la mise en place d’une inflammation aiguë (Jiang et al., 2005). De plus, en 

absence de TLR 4, les niveaux d’expression des HAS 1 et 3 sont diminués, ce qui réduit la quantité 

détectée d’HA péricellulaire (Kavasi et al., 2019). 
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Figure 22 : Représentation schématique de l’implication de l’HA dans la cicatrisation. La présence de 

HA de bas poids moléculaires générés par le contexte inflammatoire active la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires, l’expression des HAS et augmente la production d’HB-EGF. Le HA de haut poids 

moléculaire et l’HB-EGF, par liaison avec l’EGFR, augmente la prolifération des kératinocytes et des 

fibroblastes (Kavasi et al., 2017) 

 

De manière intéressante, les souris double knockout Has1/Has3 possèdent moins d’HA et présentent 

une cicatrisation, une migration des leucocytes et une restauration de la MEC qui sont plus rapides 

(Mack et al., 2012). Ce phénotype pourrait s’expliquer car l’absence d’HA rend le derme moins hydraté, 

ce qui favorise sa contraction. De plus, une quantité accrue de TGF-β provoque une différenciation des 

fibroblastes en myofibroblastes efficace et referme donc rapidement les bords de la plaie (Maytin, 

2016). 

Inflammation 

Le métabolisme de l’acide hyaluronique est régulé lors de processus inflammatoires. En retour, l’acide 

hyaluronique va également moduler la réponse inflammatoire.  

Dans un épiderme enflammé, comme lors d’un eczéma sévère, les kératinocytes surexpriment la HAS3, 

provoquant une accumulation d’HA dans la MEC et une réduction des cadhérines, et augmentant 

l’entrée d’eau dans l’épiderme qui fait apparaître la spongiose (Ohtani et al., 2009). La surexpression 

des HAS s’accompagne d’une surexpression de CD44, lequel serait exprimé en grande quantité pour 

recapter l’HA synthétisé en surplus et permettre la résolution de l’inflammation (Barnes et al., 2012). 

La surexpression de la HAS3 a également été observée dans une autre pathologie cutanée, la dermatite 
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atopique (DA) (Malaisse et al., 2014). Dans la DA, les interleukines 4 et 13 ont été identifiées comme 

responsables au niveau des kératinocytes des altérations de la barrière (voir 1.3.3.). Ces interleukines 

sont également impliquées dans la surexpression de la HAS3 (Malaisse et al., 2014). La HAS3, par son 

activité enzymatique rapide, génère des polymères d’HA de bas poids moléculaire. Parallèlement, les 

ROS et hyaluronidases sont actives dans un contexte inflammatoire et participent donc à la formation 

de molécules de HA de bas poids moléculaire, lesquels sont reconnus par les TLR 2 et 4 comme des 

DAMP (Damage Associated Molecular Pattern) (Figure 23). Les TLR, par activation de NFκB, activent la 

libération de cytokines pro-inflammatoires ainsi que l’expression des HAS3 (Ghatak et al., 2015). 

 

 
Figure 23 : Représentation schématique de l’HA dans l’inflammation de l’épiderme. L’augmentation 

de la synthèse de l’HA simultanément à sa dégradation en fragments de bas poids mène à l’altération 

de la barrière épidermique (Kavasi et al., 2017) 

 

De manière intéressante, les rats-taupes nus sont connus pour une longévité peu commune (presque 

30 ans, soit 9 fois plus longtemps que les rongeurs de même taille) (Buffenstein, 2008) et une absence 

étonnante du développement de tumeurs malignes (Delaney et al., 2013). En 2013, Tian et ses 

collaborateurs ont montré que les peaux de rats-taupes nus produisent un HA de très haut poids 

moléculaire et une enzyme de dégradation Hyal2 moins active que dans les autres espèces de 

rongeurs. La résistance de ces animaux à la tumorigenèse, processus complexe nettement favorisé par 

un contexte influencé par des conditions inflammatoires, semble s’expliquer par la production de cet 

HA de haut poids moléculaire et suggère en contrepartie que la production d’HA de bas poids 

moléculaire est en partie liée aux conditions défavorables créées au cours de phénomènes 
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inflammatoires. Cette observation largement médiatisée à l’époque a cependant été remise en 

question suite à l’incapacité à reproduire ces résultats. En effet, le poids moléculaire de l’HA dans les 

peaux des rats-taupes nus ne semble pas aussi exceptionnel que proclamé en 2013, même si sa taille 

est néanmoins plus élevée que chez le cochon d’inde (Del Marmol et al., 2021).  

2.5. Hyaladhérines 

Bien que libre dans la MEC, l’HA est capable d’interagir (adhérer) avec un grand nombre de molécules 

regroupées sous l’appellation de hyaladhérines. Ces partenaires de l’HA sont généralement 

extracellulaires, et éventuellement ancrés sur la membrane plasmique des cellules (Figure 24) (Toole, 

2004). Parmi les partenaires cellulaires de l’HA, les plus connus sont les récepteurs CD44 et RHAMM.  

 

Figure 24 : Arbre représentant la famille des hyaladhérines et les différents membres (Adapté de 

Turley et al., 1999) 

 

CD44 (Cluster of Differentiation 44) est une glycoprotéine transmembranaire codée par 19 exons qui 

possède de nombreuses isoformes qui résultent à la fois d’épissages alternatifs et de modifications 

post-traductionnelles (Bourguignon, 2014). Dans l’épiderme, 18 transcrits différents ont été identifiés 

(Teye et al., 2016). Tous ces variants possèdent un domaine extracellulaire capables de lier l’HA ainsi 

que d’autres molécules telles que des GAG (héparan sulfate, dermatan sulfate, chondroïtine sulfate) 

en fonction de l’épissage. Il a notamment été montré que la liaison de GAG à CD44 peut améliorer la 

présentation des facteurs de croissance à leur récepteur (Teye et al., 2016). Les modifications post-

traductionnelles, O- et N-glycosylations du domaine extracellulaire et phosphorylations et acétylations 

du domaine cytoplasmique, semblent également moduler l’affinité de CD44 pour l’HA (Tammi et al., 

1998) (Jokela et al., 2015). L’interaction HA-CD44 contribue à former une matrice péricellulaire 

(Pasonen-Seppanen et al., 2012), se trouve impliquée dans la régulation de la différenciation des 

kératinocytes (Bourguignon et al., 2014) ainsi que dans l’établissement de la barrière épidermique via 

la formation des jonctions serrées au niveau de la couche granuleuse (Kirschner et al., 2011). La liaison 
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de l’HA à CD44 active diverses voies de signalisation dépendantes de la taille des polymères d’HA. En 

effet, les HA de hauts poids moléculaires se lient à leur récepteur CD44 via des ponts hydrogènes forts 

et activent les voies de signalisation telles que les RhoGTPases de type RhoA qui stimulent la 

prolifération et la migration des kératinocytes. En revanche, les HA de bas poids moléculaires forment 

des ponts hydrogènes moins forts car dépendants de la concentration en HA et activent les voies de 

signalisation de type Rac1 qui stimulent davantage l’adhésion et la différenciation des kératinocytes 

(Figure 25) (Bourguignon et al., 2014) (Tavianatou et al., 2019). 

 

 
 

Figure 25 : Représentation des voies de signalisation déclenchées par l’interaction de CD44 et des 

polymères d’HA et haut poids ou de bas poids moléculaire (Bourguignon et al., 2014) 

 

RHAMM (Receptor for HA-mediated mobility) est un autre récepteur de l’HA, caractérisé par plusieurs 

isoformes qui se localisent soit en membrane, soit dans le cytosol. Peu exprimé dans des conditions 

physiologiques, il est surexprimé par les cellules cancéreuses ou encore par les cellules normales mais 

dans des conditions inflammatoires. Ce récepteur peut interagir avec CD44 entre autres pour activer 

la voie de signalisation des MAP Kinases, induisant dans ce cas la migration cellulaire (Kavasi et al., 

2017) (Tavianatou et al., 2019). 

Dans la catégorie des hyaladhérines extracellulaires, on trouve de nombreux protéoglycans que nous 

ne détaillerons pas ici. On trouve aussi une protéine anti-inflammatoire encore assez méconnue au 
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démarrage de cette thèse et nommée protéine TSG-6 pour TNFα-stimulated gene-6, car initialement 

identifiée parmi des produits de gènes stimulés en présence du TNFα. La protéine TSG-6 est capable 

de lier directement l’HA, mais elle se comporte aussi comme une enzyme qui médie la translocation 

sur l’HA des chaines lourdes de l’inter-α-trypsine-inhibiteur permettant de réticuler l’HA en un réseau.  
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3. TSG-6 

3.1. Généralités 

La protéine TSG-6 (Tumor necrosis factor-stimulated gene 6) est codée par le gène TNFAIP6 (TNF-α-

induced protein 6) localisé sur le chromosome 2q23.3 humain. Notons qu’un miRNA (mir4773) et un 

miscRNA (RN7SL124P) se trouvent dans les introns du gène TNFAIP6 ; leur présence sera discutée dans 

la section « Discussion » de ce manuscrit. Ce gène TNFAIP6 de 22,45 kb est composé de six exons 

(Figure 26a). La protéine TSG-6, sécrétée dans la MEC, est formée de 277 acides aminés présentant un 

peptide signal clivable, ce qui suggère que la protéine est sécrétée dans la matrice par exocytose, un 

domaine de liaison à l’HA nommé LINK et un domaine CUB (complement component C1r/C1s, Uegf, et 

bone morphogenetic protein BMP-1), typique des protéines de la MEC (Figure 26b) (Day et Milner, 

2019).  

 

Figure 26 : (a) Représentation du chromosome 2, locus q23.3 au niveau duquel se trouve le gène 

TNFAIP6 ainsi qu’un miRNA et un miscRNA dans les introns du gène (ensembl.org). (b) 

Représentation schématique de l’organisation des domaines du TSG-6 humain avec dénombrement 

des acides aminés (Day et Milner, 2019) 

 

Les fonctions associées au domaine CUB de la protéine sont peu connues mais le fait qu’il soit 

hautement conservé entre les espèces suggère qu’il exerce un rôle essentiel, du moins pour la bonne 

fonction de la protéine TSG-6 (Milner et Day, 2003). En effet, l’activité de la protéine TSG-6 en tant 

qu’enzyme impliquée dans la réticulation des chaines d’HA par l’intermédiaire de l’inter-α-trypsine 

inhibiteur (ITI) nécessite la protéine entière et pas seulement le domaine LINK (Getting et al., 2002). 

En 2008, le domaine CUB a été identifié comme exerçant une fonction de liaison avec la fibronectine, 
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ce qui peut impliquer la protéine TSG-6 dans la régulation d’interactions de la fibronectine avec 

d’autres composants matriciels (Kuznetsova et al., 2008).  

Le domaine LINK de la protéine est caractéristique des hyaladhérines et concerne la capacité à lier l’HA 

(Tammi et al., 2002). De ce fait d’ailleurs, la protéine TSG-6 peut être utilisée comme HABP (hyaluronan 

binding protein) afin de détecter l’HA sur coupes histologiques à des fins de recherche (Jadin et al., 

2014). Le domaine LINK de la protéine TSG-6, très similaire à celui du récepteur CD44, peut également 

lier d’autres molécules (glycosaminoglycans) de la matrice extracellulaire comme la chondroïtine-4-

sulfate, le dermatan sulfate, l’héparan sulfate et l’aggrecan (Milner et Day, 2003) (Park et al., 2016). 

De manière particulière, il a été mis en évidence que le domaine LINK de la protéine TSG-6 change de 

conformation lorsque l’HA s’y lie. L’HA se lie de manière spécifique au niveau de 7 résidus du domaine 

LINK : Lys11, Tyr12, His45, Tyr59, Phe70, Tyr78 et Arg81 (Blundell et al., 2003) (Milner et al., 2007) (Higman 

et al., 2014). La liaison TSG-6-HA est médiée par la combinaison d’interactions ioniques et aromatiques 

(Blundell et al., 2003) (Higman et al., 2014). Ces interactions sont plus fortes que les ponts hydrogène 

et les forces de van der Waals qui s’établissent entre l’HA et son récepteur membranaire CD44, ce qui 

explique que l’affinité TSG-6-HA est supérieure à l’affinité CD44-HA (Higman et al., 2014). Cependant, 

on observe que, suite à sa liaison à la protéine TSG-6, l’HA voit son affinité pour CD44 augmentée 

(Baranova et al., 2013) (Lesley et al., 2004). En effet, il a été montré que l’interaction de TSG-6 avec 

l’HA induit l’oligomérisation de TSG-6 sous forme de dimères, provoquant la réticulation des chaines 

d’HA, c’est-à-dire que la protéine TSG-6 forme des liaisons avec l’HA, ce qui provoque une 

condensation, une stabilisation et une rigidification de la matrice d’HA (Figure 27). Cette organisation 

induit le rapprochement physique des polymères d’HA près des récepteurs membranaires (Baranova 

et al., 2011). 

 

Figure 27 : Modélisation du complexe HA – TSG-6. La liaison de l’HA à TSG-6 induit l’oligomérisation 

de ce dernier via le domaine CUB et la réticulation des chaines d’HA (Day et Milner, 2019) 
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En plus de sa liaison à l’HA, la protéine TSG-6 est capable d’interagir avec de nombreuses autres 

molécules se trouvant dans la MEC telles que certains glycosaminoglycans (e.g. héparan sulfate, 

chondroïtine sulfate), des protéines matricielles (fibronectine, pentraxine, thrombospondine, etc.), 

des BMP et des chémokines. Ces interactions et leur description sont amplement développées dans la 

review publiée en 2019 par Day et Milner, 2019. 

3.2. Fonctions de la protéine TSG-6 

Les fonctions de la protéine TSG-6 dans les tissus sont nombreuses et dépendent des interactions avec 

les autres composants matriciels. En tant que protéine sécrétée dans la MEC, TSG-6 est très impliquée 

dans l’organisation et le remodelage de celle-ci, ce qui lui confère par conséquent un impact au moins 

indirect sur la régulation cellulaire (métabolisme, différenciation, signalisation) et celle de la réponse 

immunitaire (Figure 28). Pour ce faire, la protéine TSG-6 est capable d’interagir avec un large éventail 

des molécules qu’elle rencontre dans son voisinage.  

 

Figure 28 : Regroupement des fonctions de TSG-6 par catégories : organisation de la MEC, formation 

de complexes HA/HC, régulations cellulaire et immunitaire (Day et Milner, 2019) 

 

3.2.1. Organisation de la matrice extracellulaire 

La protéine TSG-6 lie la fibronectine pour organiser la MEC (Kuznetsova et al., 2008). Cette interaction, 

d’abord caractérisée au niveau du domaine CUB de la protéine, est également possible via le domaine 

LINK. La thrombospondine est également impliquée dans l’organisation de la matrice par une 

interaction directe avec TSG-6 mais aussi par ses propriétés de régulateur positif de l’activité 

enzymatique de TSG-6 (Kuznetsova et al., 2005). 
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La protéine TSG-6 lie aussi des GAG sulfatés comme la chondroïtine sulfate (Park et al., 2016) et 

l’héparan sulfate, tous deux impliqués dans le remodelage de la matrice. Bien que les sites de liaison 

de l’héparan sulfate et de l’HA soient distincts, le changement de conformation du domaine LINK suite 

à la liaison de l’HA empêche la liaison TSG-6-héparan sulfate simultanément à la liaison TSG-6-HA 

(Blundell et al., 2003) (Higman et al., 2007).  

Lorsque l’HA interagit avec la protéine TSG-6, il y a oligomérisation de cette dernière et la formation 

de dimères de TSG-6 permet une réticulation de l’HA sous forme d’une matrice dense (Baranova et al., 

2011). Cette matrice dense modifie les propriétés mécaniques et l’hydratation du tissu et est 

importante pour la cicatrisation (Wight, 2018). Cependant, l’affinité de TSG-6 pour l’HA est moindre 

que pour l’inter-α-trypsine inhibiteur (ITI). En effet, la réticulation des chaines d’HA et l’organisation 

de la MEC a lieu également par l’intermédiaire de l’ITI. L’ITI est une glycoprotéine plasmatique 

appartenant à la famille des inhibiteurs de protéases. Synthétisée par les hépatocytes, l’ITI circule dans 

le plasma sanguin et va rejoindre les tissus lors d’une augmentation de la perméabilité vasculaire, par 

exemple lors d’une réaction inflammatoire. L’ITI est composé de deux chaines lourdes (HC) liées par 

des liens ester à une chondroïtine sulfate et à une bikunine. Lorsque l’ITI se localise au même endroit 

que l’HA et la protéine TSG-6, cette dernière peut former une liaison covalente HC-HA (Figure 29). 

Cette réaction se déroule en deux temps. Tout d’abord, une chaine lourde de l’ITI est transférée sur 

TSG-6 par une première réaction de transestérification. Ensuite, la chaine lourde est transférée sur un 

résidu N-acétyl-glucosamine de l’HA. Ces deux réactions successives nécessitent la présence d’ions 

Mg2+ ou Mn2+, dont le site de liaison se trouverait au niveau du domaine CUB. Après la deuxième 

réaction de transfert, la protéine TSG-6 se retrouve libre dans la MEC pour jouer à nouveau son rôle 

éventuel d’enzyme (Rugg et al., 2005). Pour une review sur l’ITI, consulter Lord et al. (2020). 

 

Figure 29 : Mécanisme de transfert des HC (Heavy Chains) sur l’HA via la protéine TSG-6 (Adapté de 

Day et Milner, 2019). 
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Six chaines lourdes de l’ITI ont été identifiées. Les HC1 et 2 ont été détectées dans les épidermes 

humains normaux (Tan et al., 2011). La chaine lourde majoritairement exprimée dans la peau humaine 

(au niveau dermique) est la HC5, dont l’expression est augmentée dans des pathologies inflammatoires 

de la peau, par exemple durant une dermatite allergique de contact (Huth et al., 2015). Il a aussi été 

montré que cette HC5 lie l’HA pour le stabiliser et pour participer à la formation de la MEC cutanée 

(Huth et al., 2020). 

Ces complexes HC-HA forment un réseau d’HA plus répandu et plus hydraté que les complexes HA-

TSG-6 (Baranova et al., 2013). Comme l’HA lié directement à TSG-6, les complexes HC-HA montrent 

une plus grande affinité pour CD44 que l’HA libre. L’interaction de l’HA avec CD44 peut alors activer 

les voies de signalisation de ce récepteur impliquées dans de nombreuses réponses cellulaires 

(prolifération, différenciation, migration). De plus, la liaison des complexes HC-HA avec CD44 améliore 

l’infiltration de leucocytes (Zhuo et al., 2006). A l’inverse, une autre étude a montré que les complexes 

HC-HA capturent et bloquent les leucocytes (Abbadi et al., 2016). 

3.2.2. Régulation cellulaire et régulation immunitaire 

La protéine TSG-6 est impliquée dans la différenciation de certains types cellulaires. Notamment, elle 

intervient, avec l’ITIHC5, dans la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes en formant une 

matrice péricellulaire riche en HA (Martin et al., 2016). Dans le contexte de l’os, la protéine TSG-6 est 

capable d’interagir avec des BMP (bone morphogenetic protein), les empêchant de jouer leur rôle dans 

la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes (Mahoney et al., 2008). 

Toujours dans ce contexte osseux, TSG-6 interfère avec l’activité cellulaire en se liant à RANKL et, de 

ce fait, en inhibant la résorption osseuse médiée par les ostéoclastes. Il a d’ailleurs été montré que les 

os longs des souris Tsg-6-/- saines présentent une masse osseuse plus importante, suggérant 

l’implication de TSG-6 dans l’homéostasie de l’os (Mahoney et al., 2008 et 2011). La protéine TSG-6 

régule aussi l’angiogenèse en se liant à la pentraxine 3. De manière générale, la pentraxine 3 se lie au 

FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2), ce qui inhibe son action pro-angiogène. Lorsque TSG-6 est 

sécrétée, elle peut lier la pentraxine 3 et libère dès lors le FGF-2 et son activité angiogène (Leali et al., 

2012). 

Au niveau du système et des réponses immunitaires, la protéine TSG-6 est impliquée dans la 

polarisation des macrophages via la formation de complexes HC-HA. En effet, la protéine TSG-6 

provoque le changement de polarisation des macrophages du phénotype M1 pro-inflammatoire vers 

le phénotype M2 anti-inflammatoire (Mittal et al., 2016) (Liu et al., 2021). De plus, elle diminue les 

voies de signalisation impliquant NFκB dans les macrophages (Choi et al., 2011) et diminue la sécrétion 

de TNF-α par les macrophages activés (Qi et al., 2014). Afin de contenir la réaction immunitaire, TSG-
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6 se lie à diverses chémokines, ce qui diminue leur disponibilité vis-à-vis des cellules et des molécules 

de la matrice (Dyer et al., 2016). Par exemple, en se liant à CXCL8, TSG-6 empêche la chémokine de se 

lier aux glycosaminoglycans (héparan sulfate) se trouvant à la surface des cellules endothéliales et 

inhibe de ce fait la migration trans-endothéliale des neutrophiles (Getting et al., 2002) (Dyer et al., 

2014) (Yang et al., 2021). De plus, la migration des leucocytes est également régulée par les 

interactions HA-CD44, interactions favorisées par la protéine TSG-6 (Lesley et al., 2004). 

3.3. Expression tissulaire de la protéine TSG-6 

La protéine TSG-6 a été découverte en 1990, produite par des fibroblastes stimulés au TNF-α. Après ce 

type de traitement, l’expression de TSG-6 était en effet augmentée de 100 fois environ par rapport aux 

fibroblastes non traités. L’augmentation d’expression rapide (2 à 4h après le traitement), suivie d’une 

diminution graduelle de celle-ci, a mis en évidence l’action directe du TNF-α sur sa cible (Lee et al., 

1990). C’est pourquoi la protéine a été nommée « TNF-α stimulated gene ». Depuis lors, il a été 

démontré que la protéine TSG-6 est sécrétée par d’autres types cellulaires que les fibroblastes, y 

compris en réponse à divers stimuli pro-inflammatoires. Malgré l’association de cette protéine avec 

des processus inflammatoires, elle a également été mise en évidence dans des conditions 

physiologiques. 

3.3.1. Expression de la protéine TSG-6 induite par l’inflammation 

TSG-6 semble être une protéine anti-inflammatoire, sécrétée par les cellules en réponse à un stress 

afin de protéger les tissus des effets délétères de l’inflammation. Elle est également exprimée dans 

des conditions inflammatoires physiologiques associées à un remodelage de la MEC. 

Hors conditions pathologiques, seule la souris Tnfaip6-/- femelle montre un phénotype particulier (pour 

un récapitulatif des phénotypes de la souris TSG-6-/-, voir le Tableau 2). En effet, la souris Tnfaip6-/- 

femelle est stérile. Chez les individus sauvages, la protéine TSG-6 est sécrétée par les cellules de la 

granulosa et du cumulus oophorus en réponse à des hormones folliculostimulantes et à la 

prostaglandine E2 (Ochsner et al., 2003). En absence de protéine TSG-6 et par conséquent de son 

activité enzymatique de translocation des chaines lourdes de l’ITI sur l’HA, la matrice extracellulaire 

qui entoure l’ovocyte apparaît désorganisée et déficiente pour l’ovulation (Figure 30) (Fulop et al., 

2003). La présence de l’inter-α-trypsine inhibiteur est également requise pour maintenir la fertilité car 

l’absence de cet inhibiteur impacte également la fertilité des souris (Zhuo et al., 2001). 
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Tableau 2 : Récapitulatif des phénotypes observés chez la souris TSG-6-/- dans divers organes et en 

conséquence de diverses pathologies induites 

 

 

Figure 30 : Morphologie (coloration Hémalun/Eosine) et détection fluorescente de l’HA (vert) au 

niveau du follicule ovarien (Adapté de Fulop et al., 2003) 

 

En conditions pathologiques, chaque type cellulaire sécrète la protéine TSG-6 en réponse à différentes 

cytokines pro-inflammatoires et/ou facteurs de croissance. Par exemple, les cellules dendritiques et 

les macrophages expriment TSG-6 en réponse au LPS (Maina et al., 2008). Les ostéoclastes répondent 

à l’IL-1, l’IL-6 et au TNF-α (Mahoney et al., 2011). Dans le poumon, les cellules des glandes de la sous-

muqueuse sont stimulées par l’IL-1 et le TNF-α (Forteza et al., 2007). Le Tableau 2 ci-dessous montre 

une liste non-exhaustive des stimuli provoquant la sécrétion de TSG-6 en fonction du type cellulaire 

Wildtype Tnfaip6+/- Tnfaip6-/- 

HE 

HA 
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(Tableau 3) (Milner et Day, 2003). Récemment, il a été démontré, au travers d’une analyse 

transcriptomique sans a priori (microarray), que le traitement d’épidermes humains reconstruits par 

les interleukines 4, 13 et 25 pendant 48 h induit l’expression des transcrits codant pour la protéine 

TSG-6 (Hubaux et al., 2018) (Park et al., 2021). 

 

Tableau 3 : Expression de TSG-6 dans différents organes et tissus en réponse à divers stimuli (Milner 

et Day, 2003) 
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En tant que protéine anti-inflammatoire, TSG-6 est bénéfique et permet de limiter les effets de 

l’inflammation dans la plupart des maladies, ainsi que cela est résumé dans le Tableau 4 (Day et Milner, 

2019). Cependant il arrive qu’à la place d’avoir une fonction protectrice, la protéine renforce la maladie 

elle-même dans le contexte d’inflammation chronique, notamment au cours d’une ostéoarthrite. En 

effet, il a été montré qu’une haute activité de TSG-6 est corrélée avec une progression rapide de la 

maladie chez des patients atteints d’ostéoarthrite (Wisniewski et al., 2014).  

 

Tableau 4 : Effets thérapeutiques de TSG-6 dans diverses maladies (Day et Milner, 2019) 
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3.3.2. Expression constitutive de la protéine TSG-6 

La protéine TSG-6 est exprimée de manière constitutive dans des organes à forte activité métabolique, 

comme le cerveau et les îlots de Langerhans du pancréas, ainsi qu’au niveau d’organes exerçant une 

fonction de barrière, tels que la membrane amniotique, les poumons et la peau (Day et Milner, 2019). 

En cas d’inflammation de ces organes, la sécrétion de TSG-6 est accrue dans la plupart des cas. 

Dans le cerveau, TSG-6 est exprimée par les astrocytes matures du système nerveux central (SNC) chez 

l’adulte. Ces cellules sont responsables du maintien de l’homéostasie du système nerveux central où 

elles représentent un support pour les neurones en stabilisant les synapses, en maintenant la barrière 

hémato-encéphalique, et en produisant l’équivalent cérébral de la matrice extracellulaire. TSG-6 

semble impliquée dans la maturation des astrocytes étant donné que les souris Tnfaip6-/- présentent 

un nombre réduit d’astrocytes matures, même si aucune altération phénotypique ou morphologique 

du SNC n’a été remarquée (Coulson-Thomas et al., 2016). Néanmoins, lors d’une lésion cérébrale, 

l’absence de la protéine TSG-6 se traduit par une inflammation plus sévère (Mutoji et al., 2021). En 

effet, lors d’une hémorragie cérébrale, la protéine TSG-6 régule l’activité des astrocytes afin de 

protéger la barrière hémato-encéphalique (Tang et al., 2021). De plus, après une blessure, l’expression 

cérébrale de TSG-6 est fortement augmentée et participe à la cicatrice gliale en stabilisant la matrice 

péricellulaire riche en HA (Coulson-Thomas et al., 2016). D’autre part, l’ajout de TSG-6 recombinant 

permet de restaurer la mémoire de souris après un traumatisme cérébral (Watanabe et al., 2013).  

Le pancréas, plus particulièrement les ilots de Langerhans présentent une sécrétion de TSG-6 par les 

cellules α et β. TSG-6 avec l’HA et d’autres molécules matricielles serait impliquée dans la 

communication cellules-cellules qui existe au sein des ilots (Hull et al., 2012). Même si un lien direct 

de cause à effet n’a pas été établi, il est à noter qu’une diminution de l’expression de TSG-6 par les 

cellules endocrines est observée en cas de diabète de type 1 (Bogdani et al., 2014). 

Dans la membrane amniotique, l’HA est massivement présent et TSG-6 joue un rôle protecteur en 

diminuant à la fois inflammation, cicatrisation et angiogenèse par l’intermédiaire de l’ITI (He et al., 

2009). De plus, les cellules souches de la membrane amniotique sécrètent la protéine TSG-6 qui est 

capable de diminuer les NET (neutrophils extracellular trap) qui contribuent, lorsqu’ils sont sécrétés 

de manière excessive, au développement de maladies auto-immunes ou à l’établissement de maladies 

inflammatoires chroniques (Magana-Guerrero et al., 2017). 

L’expression de TSG-6 est également observée dans les poumons, et plus particulièrement dans des 

poumons enflammés comme ceux de fumeurs ou de patients atteints d’asthme, une maladie 

inflammatoire de type Th2 qui lui donne des similarités avec la dermatite atopique (Forteza et al., 

2017). Alors que la plupart des études montrent un effet protecteur de TSG-6 vis-à-vis du 
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développement d’une inflammation pulmonaire (Danchuk et al., 2011) (Mittal et al., 2016), Stober et 

al (2017) ont mis en évidence que la présence de TSG-6 dans les poumons rend l’organe plus 

susceptible aux effets de l’ozone. 

Finalement, TSG-6 est présente dans la peau, en faible quantité dans le derme et majoritairement dans 

l’épiderme, à l’inverse de l’HA. Il a été montré que, dans les cicatrices chéloïdes, il existe une 

diminution d’abondance de la protéine TSG-6 dermique et une désorganisation de l’HA, suggérant 

qu’ils sont ensemble impliqués dans le processus de cicatrisation (Tan et al., 2011). Dans des cicatrices 

hypertrophiques de lapin, l’injection de TSG-6 intradermique a permis de diminuer l’inflammation et 

la synthèse de molécules matricielles de type collagène, permettant in fine de réduire le dépôt de ces 

molécules qui conduisent à la formation de cicatrices hypertrophiques (Wang et al., 2015). La protéine 

TSG-6 agirait comme inhibiteur de la prolifération des fibroblastes chéloïdes en provoquant leur 

apoptose (Li et al., 2021). De la même manière, sur un modèle de peau murine, la sécrétion de TSG-6 

(par des cellules souches mésenchymateuses) a permis de diminuer la sécrétion de TNF-α par les 

macrophages activés et a limité la fibrose et l’inflammation, permettant de ce fait une cicatrisation 

plus rapide (Qi et al., 2014) (Jiang et al., 2020). Récemment, Shakya et al (2020) ont mis en évidence 

un retard de cicatrisation chez les souris knock-out Tnfaip6-/-, accompagné d’une dérégulation du 

recrutement des neutrophiles qui met en évidence l’importance de TSG-6 dans les processus 

inflammatoires et les processus de cicatrisation cutanée. Dans les peaux présentant une réaction 

inflammatoire provoquée en réponse à une brûlure sévère, l’ajout de la protéine TSG-6 a permis de 

réduire l’inflammation en réduisant l’activation des voies de signalisation des MAP kinases p38 et JNK 

impliquées dans ce type de réaction inflammatoire (Liu et al., 2016). Chez les personnes âgées, 

l’expression de TSG-6 apparaît diminuée, ainsi que la production d’HA. Une telle situation induit une 

diminution de l’expression du TGF-β et une réduction de la différenciation des fibroblastes en 

myofibroblastes qui entraine par conséquent des problèmes de cicatrisation (Simpson et al., 2009). Il 

est aussi à noter qu’au cours de maladies inflammatoires de la peau, une surexpression de l’ITIHC5 a 

été rapportée (Huth et al., 2020). Les HC5 permettent de condenser l’HA et de stabiliser la MEC, tout 

en jouant un rôle de protection contre les ROS, ce qui évite ainsi la dégradation de l’HA (Huth et al., 

2020). Finalement, dans un modèle in vitro d’épiderme humain infecté par Trichophyton rubrum, il a 

été mis en évidence par notre équipe de recherche qu’une sécrétion massive de TSG-6 simultanée à 

l’expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires apparaît quatre jours après l’infection 

(Faway et al., 2019). De façon similaire, le traitement d’épidermes humains reconstruits par des 

interleukines pro-inflammatoires (IL-4, IL-13, IL-25) mimant la dermatite atopique provoque 

l’expression de TSG-6 (Tableau 5) (Park et al., 2021). 
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Tableau 5 : Liste des gènes significativement dérégulés (vert) et régulés positivement (rouge) dans 

une analyse MicroArray d’épidermes reconstruits traités aux interleukines 4, 13 et 25 par rapport aux 

épidermes non traités (Park et al., 2021) 

 

3.3.3. Interaction HA-TSG-6 en contexte inflammatoire 

La protéine TSG-6 intervient dans des maladies inflammatoires pour réguler et diminuer 

l’inflammation. Il a en effet été montré que l’ajout de la protéine TSG-6 recombinante ou de cellules 

souches mésenchymateuses sécrétant du TSG-6 permet de diminuer les effets délétères typiques de 

la maladie, par exemple en cas d’infarctus du myocarde (Lee et al., 2009), de cicatrisation cutanée 

(Wang et al., 2015) ou d’arthrite (Bardos et al., 2001). La protéine TSG-6 est d’ailleurs utilisée comme 

marqueur précoce de l’arthrite.   

Dans un contexte inflammatoire, TSG-6 est sécrétée massivement, la production d’HA augmente et 

l’expression de CD44 se trouve également augmentée (Barnes et al., 2012) (Day et Milner, 2019). TSG-

6, en se liant aux polymères d’HA, provoque leur réticulation soit par liaison directe HA-TSG-6, soit par 

la formation de complexes HC-HA médiée par les propriétés enzymatiques de TSG-6. La réticulation de 

l’HA stabilise les polymères de manière collapsée (Baranova et al., 2011). Cette organisation matricielle 

est essentielle pour certains processus, par exemple lors de l’ovulation et dès lors par extension pour 

maintenir la fertilité (Fulop et al., 2003). Elle semble également importante pour obtenir une bonne 

cicatrisation cutanée (Qi et al., 2014) (Shakya et al., 2020). De plus, cette matrice collapsée rapproche 

physiquement les molécules d’HA de leur récepteur CD44 membranaire (Baranova et al., 2011 et 2013) 

et la réticulation de l’HA induit l’activation de CD44 par regroupement des récepteurs (Wright et Day, 

2005). La formation d’un réseau péri-cellulaire de surface forme une sorte de barrière de protection 

qui empêche la dégradation de la matrice et qui agit comme un échafaudage transitoire favorisant la 
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régénération de la matrice (Day et al., 2005). D’une part, la formation d’une matrice dense en HA par 

les chaines lourdes de l’ITI protège l’HA de la fragmentation provoquée par les ROS (Fries et al., 2003) 

(Huth et al., 2020), parallèlement à l’inhibition de l’activité des métalloprotéinases matricielles 

(responsables de la digestion des molécules de la MEC, notamment lors de la cicatrisation) exercée par 

TSG-6 (Watanabe et al., 2013). D’autre part, la matrice transitoire d’HA péri-cellulaire change 

d’organisation suite à la libération de cytokines pro-inflammatoires et forme des « câbles » d’HA liés 

d’une part aux cellules par CD44 et réticulés d’autre part par la protéine TSG-6 (Jokela et al., 2008). 

Les leucocytes exhibent une forte affinité pour ces câbles d’HA (Jokela et al., 2008). Lors d’un processus 

inflammatoire, le recrutement des leucocytes est un point-clé de l’inflammation et de la réparation 

tissulaire. Ces cellules traversent en effet la paroi endothéliale pour rejoindre le site enflammé, suite 

à leur attraction par des chémokines. Cependant, la migration de ces cellules doit rester régulée afin 

d’éviter une extravasation trop importante des cellules immunitaires qui pourrait in fine provoquer 

des lésions tissulaires (Wang, 2018). La matrice extracellulaire riche en HA et TSG-6 apparait impliquée 

dans la régulation du recrutement et l’infiltration des leucocytes. Elle est, tantôt pro-extravasation, 

tantôt anti-extravasation. 

Certaines études ont montré que la matrice composée de chaines d’HA liées à CD44 facilite le 

recrutement des cellules inflammatoires en favorisant le roulement des leucocytes à travers 

l’endothélium pour rejoindre le site enflammé (Lesley et al., 2004) (Zhuo et al., 2006). A l’inverse, 

d’autres études ont mis en évidence que, les leucocytes ayant une forte affinité pour la matrice, ces 

cellules s’y retrouvent « séquestrées », ce qui les empêche d’activer leurs récepteurs et d’induire une 

réaction inflammatoire plus forte, prévenant ainsi les dommages éventuellement causés aux tissus 

concernés (Getting et al., 2002) (Cao et al., 2004) (Abbadi et al., 2016). Il a d’ailleurs été mis en évidence 

qu’en absence de TSG-6, l’infiltration des neutrophiles est exacerbée (Szanto et al., 2004), mettant en 

avant cet effet inhibiteur de la matrice sur la migration des neutrophiles. De manière intéressante, lors 

de la cicatrisation de la peau de souris Tsg-6-/-, les neutrophiles présentent une cinétique de 

recrutement défectueuse (Shakya et al., 2020). En effet, au cours des premières heures qui suivent la 

blessure, les neutrophiles migrent en moins grand nombre vers le site de lésion que chez les souris 

capables d’exprimer la protéine TSG-6, probablement à cause de l’absence des complexes HC-HA à la 

surface des cellules endothéliales des souris mutantes. Inversement, dans les stades plus tardifs de la 

cicatrisation, les neutrophiles se retrouvent en plus grand nombre que chez les souris sauvages. Une 

explication serait que les neutrophiles sont massivement attirés par les cytokines pro-inflammatoires 

sans être « séquestrés » dans la matrice d’HA. De plus, les câbles d’HA séquestrent également des 

médiateurs pro-inflammatoires comme l’IL-8 (Dyer et al., 2014 et 2016). Chez la souris Tsg-6-/-, ce 

chimio-attractant se retrouve libre et induit donc le recrutement des neutrophiles (Shakya et al., 2020).  
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Ajoutons encore que dans la peau, la protéine TSG-6 régule également l’activité des macrophages et 

leur sécrétion de TNF-α pour diminuer la réaction inflammatoire (Qi et al., 2014). Enfin, il a également 

été montré que TSG-6 diminue la production de TNF-α par les cellules de la peau (fibroblastes et 

kératinocytes), alors que c’est le TNF-α lui-même qui induit l’expression de TSG-6 selon l’identification 

initiale de cette protéine. Shakya et al. (2020), suggèrent dès lors qu’il pourrait exister une boucle de 

rétroaction entre TSG-6 et le TNF-α. 
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L’hyaluronan (HA) a été l’objet de nombreuses études durant les trois dernières décennies, plus 

spécifiquement pour le rôle joué par ce glycosaminoglycan dans la matrice extracellulaire de 

l’épiderme. Les rôles potentiels de l’HA au cours des processus de prolifération et de différenciation 

des kératinocytes épidermiques et ses implications particulières dans l’établissement, le maintien, et 

la réparation de la barrière épidermique humaine ont suscité l’intérêt des chercheurs dans les 

domaines de la dermatologie et de la cosmétologie. Pourtant, les rôles attribués à l’HA pour réguler 

prolifération et différenciation des kératinocytes restent encore controversés (Malaisse et al., 2016). 

L’étude du métabolisme de l’HA dans l’épiderme a mis en évidence que l’HA épidermique est 

majoritairement synthétisé par les enzymes HAS1 et HAS3, respectivement en conditions saines et en 

conditions inflammatoires (Malaisse et al., 2014). 

C’est dans ce contexte initié par la recherche de Jérémy Malaisse dans notre laboratoire que nous nous 

sommes intéressés dans un premier temps à la dégradation de l’HA épidermique, plus 

particulièrement à la localisation et l’activité de l’enzyme HYAL1 au sein de l’épiderme. Ensuite, la mise 

en évidence de la protéine TSG-6, un partenaire de l’HA connu comme étant sécrété en conditions 

inflammatoires, dans l’épiderme humain sain (Tan et al., 2011) et la surexpression de cette protéine 

dans un modèle d’épiderme humain mimant la dermatite atopique (Park et al., 2021) ont orienté nos 

investigations sur une autre caractéristique de l’HA : ses interactions avec les hyaladhérines et plus 

particulièrement la protéine TSG-6 codée par le gène TNFAIP6.  

Pour étudier ces questions, nous avons utilisé un modèle de reconstruction d’épiderme humain (RHE) 

en 3D (Frankart et al., 2012a). L’utilisation de RHE apporte les avantages de l’utilisation de cellules in 

vitro, tout en conservant un modèle le plus proche possible de l’in vivo. En effet, par rapport au modèle 

de culture de kératinocytes en monocouche (Minner et al., 2010), le modèle de RHE permet de recréer 

les différentes couches de l’épiderme, de la couche basale à la couche cornée, à partir de kératinocytes 

qui s’organisent pour se trouver simultanément à des stades de différenciation différents, impliquant 

des caractéristiques biochimiques et morphologiques différentes. Cependant, ce modèle présente 

certaines limitations. Notamment, la présence d’un seul type cellulaire (les kératinocytes) empêche 

d’étudier les potentielles interactions existantes entre les kératinocytes et les autres cellules 

épidermiques, les cellules immunitaires, ou même les fibroblastes du compartiment dermique, 

normalement sous-jacent à l’épiderme. Cette absence de fibroblastes limite d’ailleurs la formation 

d’une lame basale complète étant donné que celle-ci est formée par l’interaction conjointe du tissu 

épithélial et du tissu conjonctif ; cette lame basale incomplète et ses conséquences sera discutée en 

particulier au point 2.1. de la section « Discussion ». Néanmoins, l’absence de compartiment dermique 

(présent dans les peaux in vivo et dans les épidermes reconstruits sur équivalent dermique) rend plus 
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facile l’étude de la sécrétion de protéines, lesquelles diffusent dans le milieu de culture sous-jacent au 

RHE.  

Afin de comprendre le rôle de la protéine TSG-6 dans le tissu épidermique, aussi bien en conditions 

physiologiques qu’en conditions inflammatoires, mais aussi pour apporter simultanément des 

connaissances nouvelles sur les rôles de l’HA dans la MEC de l’épiderme humain, nous avons généré 

des épidermes déficients pour la protéine TSG-6. Dans ce but, une lignée de kératinocytes humains 

immortalisés, nommés kératinocytes N/TERT, a été manipulée pour éditer son ADN via la technique 

CRISPR/Cas9 et déléter ainsi le gène TNFAIP6 qui code pour la protéine TSG-6. D’autre part, les modèles 

disponibles dans notre laboratoire pour modéliser la dermatite atopique ou les dermatophytoses au 

niveau d’épidermes humains reconstruits en culture ont été modifiés et adaptés aux kératinocytes 

N/TERT. Ces conditions expérimentales nous ont permis d’analyser et de contribuer à identifier les 

fonctions liées à la protéine TSG-6 quand des conditions inflammatoires sont imposées à un épiderme. 

Sur base du matériel biologique disponible et développé pour cette étude : 

Notre premier objectif a été de caractériser l’expression et la sécrétion de la protéine TSG-6 dans des 

épidermes normaux et de les comparer aux observations réalisées avec des épidermes exposés à 

des conditions inflammatoires. Deux modèles très différents ont été utilisés pour créer ces conditions 

particulières. D’une part, des épidermes reconstruits ont été incubés avec les interleukines 4 et 13 afin 

de mimer l’exposition de l’épiderme aux cytokines de type Th2 qui altèrent la barrière épidermique au 

cours de la dermatite atopique (modèle développé par De Vuyst et al., 2016 et Do Nascimento Pedrosa 

et al., 2017). D’autre part, des épidermes reconstruits ont été infectés par des arthrospores de 

dermatophytes (Trichophyton rubrum), lesquels provoquent une réponse des kératinocytes qui dans 

ces conditions produisent et sécrètent des cytokines telles que le TNFα, ainsi que des peptides 

antimicrobiens (modèle développé par Faway et al., 2017).  

Notre deuxième objectif a été d’analyser le rôle de la protéine TSG-6 épidermique en comparant les 

caractéristiques des épidermes déficients pour cette protéine, exposés ou non à des conditions 

inflammatoires, avec les épidermes normaux capables d’exprimer TSG-6. 

Nos observations ont montré que la protéine TSG-6 est exprimée et sécrétée à un faible niveau dans 

les épidermes étudiés en conditions physiologiques et que des conditions inflammatoires entraine une 

surexpression de TSG-6. Simultanément, notre étude a observé que cette hyaladhérine participe au 

maintien de l’HA dans la MEC des épidermes sains et que ce rôle est d’autant plus important dans les 

épidermes exposés à un stress.   
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PARTIE 1 : Implication de la hyaluronidase 1 dans la dégradation de 

l’HA épidermique 

Dans le contexte de l’étude de la régulation du métabolisme de l’acide hyaluronique dans l’épiderme, il 

a été mis en évidence que la HAS1 est l’enzyme de synthèse majoritairement exprimée quand on 

compare son niveau d’expression avec ceux des HAS2 et HAS3 dans les épidermes sains. Dans des 

conditions inflammatoires, notamment dans les peaux lésionnelles de dermatite atopique, une 

redistribution des niveaux d’expression des HAS est observée. La HAS3 est alors surexprimée alors que 

le niveau d’expression de la HAS1 est diminué (Malaisse et al., 2014). L’HA ayant comme 

caractéristique une vitesse de renouvellement rapide dans l’épiderme (environ 1 jour), l’enzyme de 

dégradation HYAL1 a également été étudiée pour comprendre la physiologie de l’HA dans l’épiderme. 

C’est ainsi que la couche épidermique au niveau de laquelle l’enzyme est présente et spécifiquement 

active a été mise en évidence. Ces observations ont été publiées, en 2015, dans une lettre à l’éditeur 

portant le titre « Hyaluronidase-1 is mainly functional in the upper granular layer, close to the 

epidermal barrier » (J. Malaisse, C. Evrard, D. Feret, V. Colombaro, S. Dogné, M. Haftek, C. Lambert de 

Rouvroit, B. Flamion et Y. Poumay). Dans ce travail, ma contribution personnelle a été l’analyse de la 

distribution de l’HA et de HYAL1 au niveau des RHE, la détection par Western blot et la zymographie 

de HYAL1 extrait des RHE, ainsi que l’analyse de la souris Hyal1-/-, c’est-à-dire le dosage de l’HA dans la 

couche cornée, l’étude de la distribution des marqueurs de différenciation, l’étude de la barrière 

épidermique (pH, TEER, perméabilité au bleu de toluidine) et l’analyse de l’expression relative en 

ARNm des Hyal et β-hexosaminidases. 

Brièvement, il a été montré, dans un modèle d’épidermes humains reconstruits in vitro, que 

l’abondance et l’activité de l’enzyme HYAL1 sont relativement stables durant le processus de 

reconstruction et donc par extension lors de la différenciation épidermique, cette enzyme se trouvant 

plus précisément localisée au niveau de la couche granuleuse de l’épiderme. Quant à l’HA présent dans 

les espaces intercellulaires du tissu, il est principalement détecté autour des kératinocytes qui 

constituent les couches basale et épineuse, excluant toute possibilité de colocalisation entre l’HA et 

HYAL1. Cette localisation très précise de HYAL1 a été confirmée in vivo, en analysant des biopsies de 

peaux humaines normales.  

Parallèlement, alors que leur peau présente une localisation normale des marqueurs de différenciation 

épidermique, l’étude des peaux de souris knockout (KO) pour Hyal1 a mis en évidence une 

accumulation d’HA de haut poids moléculaire (> 1x105 Da) dans les cornéocytes, alors que la détection 

du HA au niveau de la couche cornée des souris sauvages est restée impossible.  
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Ces approches, réalisées in vitro chez l’humain et in vivo, suggèrent que l’HYAL1 épidermique dégrade 

l’HA en petits fragments de bas poids moléculaire (< 6x104 Da) durant la différenciation des 

kératinocytes au niveau de la couche granuleuse. Ces fragments d’HA contribueraient alors à 

l’hydratation de la couche cornée, au même titre que les facteurs d’hydratation naturel (NMF).  
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PARTIE 2 : Etude des conséquences de l’absence de la protéine TSG-6 

sur l’HA épidermique 

L’étude du métabolisme de l’HA a mis en évidence l’implication des HAS1/HAS3 dans la synthèse et de 

HYAL1 dans la dégradation (Malaisse et al., 2014 et 2015) mais la question des rôles joués par l’HA 

présent dans les espaces intercellulaires au cours des processus de prolifération et de différenciation 

des kératinocytes reste fortement controversée (Malaisse et al., 2016). Pour poursuivre l’étude de l’HA 

épidermique, les hyaladhérines et plus particulièrement la protéine TSG-6 ont retenu notre attention. 

En effet, une équipe de recherche de Manchester a localisé en 2011 cette protéine anti-inflammatoire, 

connue de ce fait comme étant particulièrement exprimée dans des conditions pathologiques, dans 

l’épiderme humain sain (Tan et al., 2011). D’autre part, une étude transcriptomique sans a priori 

(MicroArray), réalisée par l’équipe de StratiCell, a montré que le gène TNFAIP6 est le 6ème gène dont 

l’expression est la plus induite suite à un traitement de RHE avec des cytokines Th2 (IL-4, IL-13 et IL-

25) pour mimer la dermatite atopique (Hubaux et al., 2018) (Park et al., 2021). Notre intérêt s’est par 

conséquent porté sur le rôle de ce partenaire de l’HA exprimé constitutivement et fortement induit en 

conditions inflammatoires dans l’épiderme. 

En tant qu’approche expérimentale innovante destinée à comprendre les fonctions de cette protéine 

au sein de l’épiderme, nous avons entrepris d’éditer l’ADN de kératinocytes pour créer, par la 

technique CRISPR/Cas9, des lignées de cellules TSG-6-/- incapables d’exprimer une protéine TSG-6 

fonctionnelle. Des kératinocytes TSG-6+/+ et TSG-6-/- ont été utilisés pour reconstruire des épidermes 

qui ont été soumis à des conditions considérées comme pathologiques pour analyser leurs réponses 

ou leurs éventuelles absences de réponse quand la protéine TSG-6 ne peut être exprimée. Dès lors, les 

modèles et outils nécessaires à l’étude de la fonction de la protéine TSG-6 ont été développés puis 

validés. 

2.1. Modèles et outils d’étude 

2.1.1. Reconstruction d’épidermes à partir de kératinocytes N/TERT  

Dans le but d’étudier la fonction de la protéine TSG-6 dans les épidermes humains, des lignées 

cellulaires déficientes pour le gène TNFAIP6 ont été générées au moyen de l’approche CRISPR/Cas9. 

Le choix de cette approche sera discuté dans la partie « discussion » de cette thèse. Cependant, d’un 

point de vue pratique, la préparation et la sélection de lignées cellulaires KO par CRISPR/Cas9 implique 

un nombre élevé de division cellulaire. Or les kératinocytes primaires humains issus 

d’abdominoplasties supportent maximum 3 passages, après quoi la reconstruction d’épidermes sur 

filtre de polycarbonate n’est plus possible. Nous avons donc utilisé un autre type cellulaire : des 
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kératinocytes immortalisés nommés kératinocytes N/TERT, provenant du laboratoire de Jim Rheinwald 

à Harvard (Rheinwald et al., 2002). Ces kératinocytes ont été manipulés pour surexprimer de façon 

stable la sous unité catalytique de la télomérase (hTERT) et ont acquis spontanément une mutation de 

p16INK4a, lequel bloque normalement le cycle cellulaire en inhibant des CDK. Ces deux altérations ont 

rendu les kératinocytes N/TERT immortels en culture cellulaire. Néanmoins, ils continuent de montrer 

des caractéristiques de prolifération et de différenciation normales, contrairement à d’autres types de 

kératinocytes immortalisés tels que les HaCaT (Dickson et al., 2000) (Moran et al., 2021). Les 

caractéristiques propres aux différents types de kératinocytes immortalisés seront abordées dans la 

section « discussion ». Les épidermes reconstruits à partir de ces kératinocytes immortels (N/TERT-

RHE) présentent une morphologie similaire à celle des épidermes reconstruits à partir de kératinocytes 

primaires (NAK-RHE) et possèdent une barrière compétente. De plus, les N/TERT-RHE répondent aux 

sensibilisants et aux cytokines pro-inflammatoires de la même manière que les NAK-RHE (Alloul-

Ramdhani et al., 2014) (Smits et al., 2017). 

Afin de nous assurer de la morphologie des tissus produits par cette lignée immortelle, des épidermes 

ont été reconstruits à partir de kératinocytes N/TERT en suivant le même protocole de reconstruction 

que celui utilisé en routine pour la production de NAK-RHE (Frankart et al., 2012a) (De Vuyst et al., 

2014). L’examen microscopique montre que les N/TERT-RHE sont similaires aux NAK-RHE, les quatre 

couches caractéristiques de l’épiderme étant présentes après 11 jours de reconstruction. Néanmoins, 

une certaine variabilité a été observée lors de la reconstruction des épidermes avec des cellules 

N/TERT. Sur 18 épidermes reconstruits simultanément à partir de kératinocytes N/TERT, deux d’entre 

eux étaient très fins et présentaient une différenciation atypique (Figure 31). Pour la majorité des 

tissus, le processus de différenciation apparait normal avec une distribution des marqueurs de 

différenciation identique aux NAK-RHE (Figure 32). Vu l’intérêt de l’HA dans ce travail, la distribution 

de l’HA a également été observée dans les N/TERT-RHE. L’HA apparait, comme dans les NAK-RHE, 

localisé dans les espaces intercellulaires des couches vivantes de l’épiderme. Cependant, la détection 

de l’HA apparait plus intense au niveau de la couche basale des N/TERT-RHE que des NAK-RHE (Figure 

33). Le caractère hyper-prolifératif des cellules N/TERT serait peut-être à l’origine d’une synthèse 

accrue d’HA, en concordance dans ce cas avec les nombreuses études suggérant un lien entre HA et 

prolifération des kératinocytes (voir point 2.4.1. de l’introduction). Néanmoins, une étude comparative 

des NAK-RHE et N/TERT-RHE a mis en évidence un niveau d’expression similaire de la kératine 16 dans 

les deux types de RHE, alors que cette kératine est typiquement surexprimée par les kératinocytes en 

cas d’hyperprolifération (Smits et al., 2017). Toutefois, la détection fluorescente de l’HA étant une 

technique semi-quantitative, il serait intéressant de mesurer de façon plus précise la quantité d’HA 

détectable dans les épidermes reconstruits à partir des deux types de kératinocytes. 
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Figure 31 : Morphologie, mise en évidence par une coloration hémalun/éosine, d’épidermes 

reconstruits à partir de kératinocytes N/TERT aux jours 1, 3, 5, 7, 9 et 11 de reconstruction 

 

 

Figure 32 : Comparaison de la morphologie et de la distribution des marqueurs de différenciation 

(détectés en vert) au 11ème jour de reconstruction de NAK-RHE et N/TERT-RHE. La kératine 10 (K10) 

est un marqueur des couches supra-basales, la kératine 14 (K14) est un marqueur de la couche 

basale, l’involucrine (IVL), la loricrine (LOR) et la filaggrine (FLG) sont des marqueurs tardifs de la 

différenciation. HE, hémalun/éosine  

 

 

 

Figure 33 : Comparaison de la distribution de 

l’HA (détecté en vert) au 11ème jour de 

reconstruction de NAK-RHE et N/TERT-RHE. 

HE, hémalun/éosine ; HA, hyaluronan 
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La cinétique de la reconstruction, la morphologie, la distribution des marqueurs de différenciation des 

épidermes et la distribution de l’HA étant similaires dans les N/TERT-RHE et les NAK-RHE, les 

kératinocytes N/TERT ont été choisis pour créer des lignées KO. Cependant, pour obtenir des lignées 

KO par la technique CRISPR/Cas9, les kératinocytes doivent subir plusieurs manipulations : 

- Introduction de la Cas9 et de l’ARN guide dans la cellule 

- Dilution limite et amplification des cellules de manière à obtenir des populations monoclonales 

Dès lors, des mises au point ont été réalisées afin de s’assurer de la faisabilité de la méthode sur le 

type cellulaire étudié. Tout d’abord, plusieurs techniques d’introduction de matériel dans les cellules 

ont été étudiées : la transfection par agent chimique (Fugène 6 et Fugène HD) et l’électroporation. La 

transfection de kératinocytes par des plasmides GFP n’est apparue efficace qu’à environ 15% et 

induisait une mortalité de plus de 50% des kératinocytes. En revanche, bien que l’électroporation de 

plasmides GFP provoquait également une mortalité élevée, elle présentait une efficacité d’environ 

60%. Afin de vérifier que cette procédure n’altérait pas la capacité des kératinocytes N/TERT à se 

différencier, des N/TERT-RHE ont été produits avec des cellules ayant été électroporées. Tant les RHE 

dont les cellules N/TERT ont subi uniquement le choc électrique (électroporation NADA) que les RHE 

dont les cellules N/TERT ont été électroporés avec des plasmides GFP (électroporation GFP) présentent 

une morphologie similaire aux RHE contrôles (Figure 34a). De plus, la mesure de la résistance 

électrique trans-épidermique au cours de la reconstruction des épidermes met en évidence 

l’installation d’une barrière similaire dans les trois conditions étudiées (Figure 4b). 

 

Figure 34 : (a) Morphologie (coloration hémalun/éosine) et (b) mesure de résistance électrique trans-

épithéliale d’épidermes reconstruits à partir de kératinocytes N/TERT au 11ème jour de reconstruction 

post-choc électrique (NADA) ou post-électroporation de plasmides (GFP) 

 

Finalement, les effets potentiels de la dilution limite sur la reconstruction d’épidermes N/TERT ont été 

étudiés. Après électroporation, les cellules ont été ensemencées à raison d’une seule cellule par puits, 

de sorte à générer des populations cellulaires clonales. Après amplification suffisante de ces clones, la 

a b 
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morphologie des cellules a été analysée en monocouche et en RHE. Les cellules cultivées en 

monocouche apparaissent de forme et de taille normale. En revanche, les épidermes reconstruits 

apparaissent dans l’ensemble constitués d’un nombre inférieur de couches cellulaires que les contrôles 

et la morphologie de certains d’entre eux semble altérée, comme l’illustre l’analyse du clone 3 dont la 

couche cornée est absente (Figure 35a). La mesure de la résistance électrique trans-épithéliale (Figure 

35b) montre l’établissement progressif d’une barrière fonctionnelle comparable aux contrôles, sauf 

pour le clone 3 où aucune barrière ne semble se mettre en place, en parfaite cohérence avec 

l’observation morphologique de ce RHE. Étant donné que certains clones semblent moins bien 

supporter les différentes étapes précédemment citées, l’étude de plusieurs clones se révèle nécessaire 

avant de valider un éventuel phénotype particulier produit par l’édition du gène TNFAIP6. 

 

 

Figure 35 : (a) Morphologie des cellules en monocouche observées au microscope à contraste de 

phase et des RHE mis en évidence par une coloration hémalun/éosine et (b) mesure de résistance 

électrique trans-épithéliale d’épidermes reconstruits à partir de kératinocytes N/TERT au 11ème jour 

de reconstruction post-dilution limite et amplification 

 

 

 

a b 
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2.1.2. Edition du gène TNFAIP6 des kératinocytes N/TERT par CRISPR/Cas9 

Au vu de la capacité des cellules N/TERT à reconstruire un épiderme présentant une 

différenciation/kératinisation suffisante et une barrière compétente après manipulation 

(électroporation et dilution limite), ces kératinocytes ont été choisis afin de constituer des lignées 

déficientes pour le gène TNFAIP6 par CRISPR/Cas9. 

La méthode CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats), découverte en 2012 

par Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna qui leur a valu le prix Nobel de chimie en 2020, permet 

d’éditer le génome de manière rapide, précise et relativement facilement. Cette technique nécessite 

deux éléments essentiels : une endonucléase (Cas9) qui provoque des cassures double brin et un gRNA 

(ARN guide) qui permet de cibler la séquence que l’on souhaite muter. In vitro, ce gRNA est constitué 

par l’hybridation d’un CRISPR RNA (crRNA) qui reconnait la séquence cible et d’un trans-activating RNA 

(tracrRNA) qui lie le crRNA à la Cas9 (Figure 36) alors qu’in vivo, ce gRNA représente une seule molécule 

(Guitart et al., 2016) (Redman et al., 2016).   

 

Figure 36 : Représentation du complexe 

gRNA/Cas9. Le gRNA est composé du crRNA (en 

vert) et du tracrRNA (en rouge) qui lie la 

nucléase Cas9 (en rose). (idtdna.com) 

 

 

 

 

Plusieurs méthodes sont disponibles pour introduire le gRNA dans des cellules en culture : (1) 

introduction d’un plasmide dirigeant l’expression de l’ADN codant l’enzyme Cas9 et du gRNA d’intérêt, 

(2) introduction de l’ARNm codant pour la Cas9 et du gRNA, ou (3) introduction d’un complexe 

ribonucléoprotéique (RNP) composé de la protéine Cas9 et du gRNA (Figure 37). 
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Figure 37 : Représentation schématique de 3 méthodes permettant d’éditer le génome d’une cellule 

par CRISPR/Cas9 (idtdna.com) 

 

Etant donné que les tests d’électroporation de kératinocytes avec des plasmides GFP montrent une 

bonne efficacité et que plusieurs laboratoires de notre université ont accès à des plasmides CRISPR, 

nous avons choisi d’introduire des plasmides CRISPR afin d’éditer le génome des kératinocytes 

N/TERT. Un fragment d’ADN correspondant à un gRNA ciblant une séquence du premier exon du gène 

TNFAIP6 a été ligué dans le plasmide LentiCRISPR V2 et ce plasmide a été introduit dans les cellules 

N/TERT par électroporation. Cependant, contrairement aux tests réalisés précédemment, le taux de 

mortalité suite à l’électroporation des plasmides CRISPR est monté à plus de 90%. Il est probable que 

cette mortalité cellulaire accrue soit liée à la taille élevée du plasmide CRISPR (environ 15 kb versus 

3.2kb pour les plasmides GFP). En effet, il a été montré que l’électroporation de plasmides de grande 

taille (entre 6 et 16kb) produit des impacts négatifs sur la viabilité de certains types cellulaires, ainsi 

que sur l’efficacité de la transfection (Lesueur et al., 2016).  

Au vu des problèmes rencontrés avec l’utilisation de plasmides CRISPR, nous avons ensuite tenté 

l’utilisation de ribonucléoprotéines. Les RNP présentent plusieurs avantages par rapport aux 
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plasmides. Le principal avantage des RNP réside dans leur rapidité d’action sur le site d’intérêt, sans 

étape intermédiaire de transcription et de traduction à partir de plasmides. De plus, leur action rapide 

et transitoire permet de diminuer les risques de modifier des gènes non ciblés, effet appelé off-targets 

(Farboud et al., 2018). Cette technique permet également de cibler plusieurs exons tout en gardant 

une concentration en RNP faible et donc sans augmenter le risque de off-targets. En effet, dans notre 

cas, un mélange de 5 gRNA ciblant plusieurs exons du gène TNFAIP6 a été complexé à la Cas9 afin de 

cibler plusieurs sites de clivages et ainsi générer une délétion de l’entièreté ou d’une partie majeure 

du gène TNFAIP6. L’électroporation de complexes RNP s’est montrée hautement efficace, tout en 

préservant une viabilité cellulaire nettement supérieure à celle observée lors de l’électroporation de 

plasmides. Un tracrRNA fluorescent (tracrRNA ATTO550) a été utilisé, ce qui a permis de noter que 

visuellement toutes les cellules contenaient des complexes RNP (Figure 38).  

 

Figure 38 : Visualisation des noyaux des kératinocytes N/TERT (bleu) 24h après avoir été électroporés 

avec les complexes RNP composés du tracrRNA ATTO550 (rouge) 

 

De plus, l’efficacité de l’électroporation des RNP dans les kératinocytes N/TERT a été mise en évidence 

par des analyses PCR des différentes mutations attendues. Dans le pool des kératinocytes électroporés 

avec les 5 gRNA, tous les types de mutation ont été trouvées. Les différents types de mutation ainsi 

que les clones obtenus ont été validés ; ces informations sont présentées dans l’article de recherche 

consacré à la protéine TSG-6 dans la section « Résultats » de ce manuscrit. 
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3.1.3. Adaptations de modèles inflammatoires de RHE produits par les kératinocytes 

N/TERT 

TSG-6 étant une protéine anti-inflammatoire, elle est particulièrement connue comme se trouvant 

surexprimée en conditions pathologiques. Pour mimer de telles conditions avec des épidermes 

humains reconstruits, deux modèles que l’on considère inflammatoires, préalablement développés au 

laboratoire sur NAK-RHE, ont été adaptés pour étudier l’expression et la fonction de la protéine TSG-6 

dans des N/TERT-RHE. Il s’agit d’une part d’un modèle mimant une dermatite atopique en ajoutant 

des cytokines de type Th2 dans le milieu de culture des RHE (De Vuyst et al., 2016) et d’autre part d’un 

modèle d’infection des RHE par des dermatophytes au cours duquel les éléments fongiques colonisent 

la couche cornée de l’épiderme et induisent une réponse de type Th1/17 par les kératinocytes (Faway 

et al., 2017). 

Ces deux modèles ont été choisis d’abord parce qu’ils ont été développés et caractérisés dans notre 

laboratoire sur NAK-RHE et sont de ce fait plutôt bien maitrisés et parce qu’il avait été montré, 

préalablement à notre étude, que l’expression des ARNm TSG-6 est significativement augmentée suite 

à une exposition des épidermes à des cytokines Th2 (IL-4, IL-13, IL-25) (Park et al., 2021) ou suite à une 

infection fongique des RHE (Faway et al., 2019). 

Modèle de dermatite atopique 

Le premier modèle utilisé est un modèle mimant les altérations de la barrière de l’épiderme produites 

par la dermatite atopique (DA), une maladie chronique de la peau liée le plus souvent à des réactions 

allergiques cutanées qui impliquent une réponse lymphocytaire de type Th2. Pour créer ce modèle 

développé par Evelyne De Vuyst, les NAK-RHE sont tout d’abord déplétés en cholestérol au moyen de 

méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) avant d’être stimulés pendant 48h par l’ajout d’interleukines de type 

Th2 (IL-4, 13 et 25) dans le milieu de culture des épidermes. Les épidermes DA-like présentent de la 

spongiose, de l’hypogranulose et une altération de la barrière, comme dans la pathologie in vivo. D’un 

point de vue transcriptomique, ils surexpriment notamment l’ARNm de CA2 (carbonic anhydrase 2), 

NELL2 (neural epidermal growth factor-like 2) et HAS3 (hyaluronan synthase 3) alors que les niveaux 

d’expression de FLG (filaggrine) et LOR (loricrine) sont diminués, cinq marqueurs typiquement 

dérégulés au cours de la DA (De Vuyst et al., 2016). En simplifiant le modèle, il a été montré plus 

récemment qu’une exposition des épidermes à 3 interleukines (IL-4, 13 et 25) est suffisante pour 

induire une réponse typique des kératinocytes (Park et al., 2021). Plus précisément, il apparait que ce 

sont l’IL-4, et dans une moindre mesure l’IL-13, qui sont majoritairement responsables du phénotype 

pathologique des kératinocytes et responsables des dérégulations de l’expression des gènes 

caractéristiques de la DA (Do Nascimento Pedrosa et al., 2016). Par ailleurs, il a été montré qu’un 
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traitement de N/TERT-RHE avec les IL-4 et 13 provoque l’expression de gènes associés à la pathologie 

et induit les caractéristiques typiques de la DA telles que la spongiose et l’apoptose (Smits et al., 2017).  

Ce modèle a donc été utilisé pour étudier la protéine TSG-6 dans un modèle in vitro de dermatite 

atopique sur N/TERT-RHE.  

Modèle de dermatophytose 

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux keratinophiles et kératinolytiques capables 

d’infections superficielles des structures kératinisées de l’organisme (Weitzman et al., 1995). Lors 

d’une infection de l’épiderme par des dermatophytes, les kératinocytes produisent des cytokines pro-

inflammatoires comme IL-1α, IL-1β, TNFα et IL-8 (Thèse d’Emilie Faway, 2018). 

Afin de mimer cette pathologie inflammatoire, Faway et al (2017) ont développé un modèle 

d’épidermes humains reconstruits (NAK-RHE) infectés par des dermatophytes de l’espèce 

Trichophyton rubrum (Faway et al., 2017). Après 11 jours de reconstruction, des spores de 

Trichophyton rubrum sont appliquées de manière topique (1000 CFU) sur les NAK-RHE pendant 4h. 

Ensuite, l’infection se développe et les champignons colonisent les couches cornées de l’épiderme 

durant les 4 jours suivants. Quatre jours après le début de l’infection, les kératinocytes expriment et 

sécrètent des cytokines inflammatoires telles que l’IL-1α, l’IL-1β, le TNFα ainsi que la protéine TSG-6 

(Faway et al., 2019).  

Afin de développer le modèle d’infection par dermatophytes sur des N/TERT-RHE, l’inoculum a dû être 

adapté car des différences existent entre les NAK-RHE et les N/TERT-RHE. En effet, la barrière 

épidermique mise en place dans les N/TERT-RHE apparait moins efficace que celle des NAK-RHE (Figure 

39). Cette différence de barrière entre les deux types cellulaires pourrait s’expliquer par une différence 

de composition lipidique de la couche cornée (Van Drongelen et al., 2014) et par une désorganisation 

des jonctions serrées (Moran et al., 2021). 

 

Figure 39 : Mesure de la résistance électrique trans-épithéliale des NAK-RHE (n=72) et des N/TERT-

RHE (n=105) au 11ème jour de reconstruction. t-test ; moyenne ±SD ; ***p<0.001 
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Dès lors, 3 tailles d’inoculum ont été testées. Des suspensions contenant 250, 500 et 1000 CFU ont été 

appliquées de manière topique sur des N/TERT-RHE afin de déterminer l’inoculum idéal permettant 

d’une part le développement de l’infection au niveau de la couche cornée et d’autre part une réponse 

des kératinocytes. Au niveau morphologique, 4 jours après application des spores de dermatophytes, 

les N/TERT-RHE infectés avec des inocula de 250 et 500 CFU montrent une infection localisée dans la 

couche cornée alors que l’application d’un inoculum de 1000 CFU provoque une infection plus forte 

avec la pénétration de certains hyphes dans les couches vivantes de l’épiderme (Figure 40a). 

Parallèlement, les mesures de résistance électrique trans-épidermique réalisées 4 jours après 

l’infection montrent un effondrement de la barrière des N/TERT-RHE infectés avec les 3 inoculum 

testés (Figure 40b). Finalement, quel que soit l’inoculum, les kératinocytes répondent à l’infection en 

sécrétant de l’IL-8 et du TNFα dans le milieu sous-jacent (Figure 40c-d). 

 

Figure 40 : (a) Analyse de la morphologie par coloration hémalun/éosine (HE) et de l’infection par 

l’acide périodique de Schiff (PAS), (b) mesure de la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) et 

mesure de la concentration en (c) IL-8 et (d) TNFα relargué dans le milieu de culture des N/TERT-RHE 

au 4ème jour post-infection. 

 

Sur base de ces résultats, l’inoculum de 500 spores a été choisi pour l’étude de l’infection des N/TERT-

RHE. En effet, cette quantité de spores induit une réponse de type Th1/17 des kératinocytes suite à 

une infection limitée à la couche cornée.  

a 

b c d 
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2.2. Caractérisation de l’expression du TSG-6 épidermique en conditions saines 

et inflammatoires et investigation de ses rôles  

La mise en évidence de la protéine TSG-6 dans l’épiderme humain sain (Tan et al., 2011) et la 

surexpression de cette protéine dans un modèle d’épiderme mimant la dermatite atopique (Park et 

al., 2021) ont orienté nos investigations vers l’étude de cette protéine et de ses fonctions.  

Tout d’abord, la caractérisation de la protéine TSG-6 a été menée sur des épidermes reconstruits à 

partir de kératinocytes primaires (NAK-RHE). Alors que TSG-6 est faiblement exprimé dans les RHE en 

conditions physiologiques, son expression apparait largement induite in vitro dans des RHE challengés 

et in vivo dans des peaux de patients atteints de dermatite atopique. Tant les épidermes traités avec 

des cytokines de type Th2 (interleukines 4 et 13) pour mimer le phénotype de la dermatite atopique, 

que les épidermes infectés avec des éléments fongiques entrainant des réponses des kératinocytes de 

type Th1/17 présentent des inductions d’expression et de sécrétion de la protéine TSG-6, 

parallèlement à une augmentation de la production d’HA. 

Afin de comprendre les fonctions de cette protéine au sein de l’épiderme, des lignées de cellules TSG-

6-/- ont été générées sur base des mises au point techniques précédemment expliquées (voir le point 

2.1 de la section « Résultats »). Alors que l’absence de TSG-6 n’impacte ni la morphologie ni la 

différenciation des kératinocytes, la protéine semblerait être impliquée dans le processus de migration 

cellulaire, notamment dans la cicatrisation cutanée. De manière intéressante, les épidermes déficients 

en TSG-6 présentent un contenu en HA réduit alors qu’une plus grande quantité de ce GAG se retrouve 

dans le milieu sous-jacent. Néanmoins, aucune modification de l’expression des enzymes de synthèse 

et de dégradation n’est observée. Cela suggère un basculement de localisation de l’HA dû à une perte 

de celui-ci depuis le compartiment tissulaire vers le compartiment sous-jacent, proposant un rôle pour 

la protéine TSG-6 dans la rétention et le maintien de l’HA dans les espaces intercellulaires de 

l’épiderme. Cette rétention de l’HA dans la MEC apparait d’autant plus importante quand les 

épidermes se trouvent dans les conditions pathologiques au cours desquelles l’HA est produit en plus 

grande quantité. Finalement, la rétention de l’HA dans la MEC apparait proportionnelle au nombre de 

cellules capables de sécréter la protéine TSG-6.  

Le détail des résultats collectés dans le cadre de cette étude se trouvent dans l’article publié en 2021 

nommé « Deletion of TNFAIP6 gene in human keratinocytes demonstrates a role for TSG-6 to retain 

hyaluronan inside epidermis » (C. Evrard, E. Faway, E. De Vuyst, O. Svensek, V. De Glas, D. Bergerat, 

M. Salmon, O. De Backer, B. Flamion, H. Le-Buanec, C. Lambert de Rouvroit et Y. Poumay). 
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Le but principal de la recherche qui a mené à cette thèse était de comprendre le rôle de la protéine 

TSG-6 produite au niveau de l’épiderme humain et sécrétée dans la matrice extracellulaire. Pour mener 

à bien cette recherche, nous avons surtout exploité les modèles de reconstruction d’épidermes en 

culture et la possibilité de les reconstruire également à partir de kératinocytes déficients pour le gène 

TNFAIP6 grâce à l’édition de leur génome par CRISPR/Cas9. Cette approche récente, qui est en plein 

essor depuis le début des années 2020 et qui permet l’édition du génome des kératinocytes, présente 

plusieurs avantages pour étudier la fonction d’un gène et de la protéine qu’il code par rapport aux 

techniques qui utilisent l’interférence ARN. Quelques contraintes liées à l’édition d’ADN par 

CRISPR/Cas 9 existent néanmoins.  

L’utilisation de modèles d’épidermes reconstruits en 3D pour l’étude de la protéine TSG-6 et de l’HA 

épidermiques présentent également des limitations certaines qui seront discutées dans cette dernière 

partie du manuscrit de thèse.   

Toutefois, nous pouvons affirmer, grâce aux expériences développées à l’aide de ces outils, que la 

protéine TSG-6 se trouve impliquée dans le maintien de l’HA dans la MEC épidermique. Les 

conséquences de l’absence de la protéine TSG-6 et dès lors l’effet de la désorganisation de la MEC 

épidermique qui en résulte représentent ensemble, avec l’intervention normale des protéines TSG-6 

dans le fonctionnement des kératinocytes épidermiques, des perspectives ouvertes par ce travail. 

1. Etude du rôle d’une protéine par knockout dans des RHE 

Afin de comprendre la fonction d’une protéine, il est commun d’utiliser des techniques visant à en 

assurer une surexpression, ou au contraire d’en diminuer l’expression, voire d’invalider le gène codant 

pour celle-ci. 

1.1. Diminution d’expression (ARN interférant) versus invalidation génique 

(CRISPR/Cas9) 

Les méthodes de silencing les plus communément utilisées font appel aux ARN interférant, à savoir les 

siRNA (small interfering RNA) et les shRNA (small hairpin RNA). Même si l’utilisation de ces approches 

mène toutes les deux à une diminution d’expression d’une protéine, il s’agit de molécules différentes 

avec des propriétés qui sont propres à chacune de ces catégories (Rao et al., 2009) (O’Keefe et al., 

2013). 

Les siRNA sont connus pour être incorporés dans les cellules de manière transitoire et y être dégradés 

assez rapidement dans le cytoplasme (Rao et al., 2009). Leur utilisation dans les kératinocytes en 

culture a cependant donné des résultats intéressants, y compris dans notre laboratoire. En effet, le 
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rôle de Rac1, une petite GTPase appartenant à la famille Rho, dans la différenciation des kératinocytes 

épidermiques cultivés en monocouche a été mis en évidence grâce à l’inhibition de Rac1 via l’utilisation 

de siRNA (Nikolova et al., 2008). Malgré leur durée de vie limitée, les siRNA peuvent néanmoins être 

employés pour diminuer de la même manière l’expression de gène dans des épidermes reconstruits 

où la différenciation des kératinocytes s’étale sur une dizaine de jours au moins (Bochner et al., 2017, 

Samuelov et al., 2017, Wagner et al., 2019, Wang et al., 2014, Kuchler et al., 2011, Tanabe et al., 2019). 

Afin d’obtenir une diminution d’expression de l’ARNm codant pour le gène d’intérêt de 80-90% de 

manière constante durant toute la reconstruction des épidermes, certaines équipes de recherche 

utilisent des concentrations en siRNA 5 à 20 fois plus élevées que celle qui est habituellement 

recommandée par les firmes pharmaceutiques, ce qui augmente par là les risques de off-targets 

(Tanabe et al., 2019, Elias et al., 2019, Gruber et al., 2011, Mildner et al., 2010, Wagner et al., 2019).   

Les vecteurs codant pour des shRNA ont quant à eux la capacité de s’intégrer de manière stable dans 

le génome de la cellule hôte et produisent grâce à cette caractéristique un effet interférant qui persiste 

dans le temps (Rao et al., 2009). Une technique très largement utilisée pour diminuer l’expression 

d’ARNm au moyen de shRNA de manière stable, dans des cellules difficiles à transfecter comme les 

kératinocytes, est la transduction lentivirale. De nombreuses équipes de recherche, dont la nôtre, ont 

transduit avec succès des kératinocytes avec des particules lentivirales pour produire ces shRNA avant 

de reconstruire un épiderme (Gogler-Piglowska et al., 2018, Hayez et al., 2016, Jansen et al., 2012, Le 

Provost et al., 2010, Mainzer et al., 2018, Pendaries et al., 2014, Umahayara et al., 2020, Wang et al., 

2017). Cette méthode a été utilisée avec succès par Jérémy Malaisse lors de l’étude du métabolisme 

de l’HA épidermique : un shRNA ciblant l’ARNm de l’UGDH (UDP-glucose 6-déshydrogénase), une 

enzyme qui catalyse l’oxydation de l’UDP-glucose en UDP-acide glucuronique nécessaire à l’activité 

des HAS, a permis de diminuer de manière efficace la production d’HA par les kératinocytes sans 

toutefois modifier la prolifération de ces cellules (Figure 41) (Malaisse et al., 2016). Comme avec 

l’utilisation de siRNA, cette méthode montre une efficacité élevée (de 80-90%) mais présente un risque 

moindre de produire des off-targets, bien que la raison n’en ait pas été identifiée (O’Keefe et al., 2013).  
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Figure 41 : Effet d’une diminution de l’expression de l’UGDH par shRNA sur (a) l’expression relative 

en ARNm de l’UGDH, (b) la quantité d’HA relarguée dans le milieu de culture et (c) la prolifération 

des kératinocytes cultivés en monocouche comparé à des kératinocytes ciblés par un shRNA non-

target (NT) c’est-à-dire qui ne possède aucune cible connue dans le génome humain (Malaisse et al., 

2016). 

 

Finalement, ces dernières années ont vu se développer la technologie CRISPR/Cas9. Cette technique 

permet de générer des lignées cellulaires 100% déficientes pour un gène de manière permanente. 

Parmi les différentes méthodes existantes et présentées au point 2.1.2. de la section des Résultats, il 

a été mis en évidence que l’électroporation de l’ARNm codant pour la Cas9, ou l’électroporation de 

l’enzyme Cas9 directement sous sa forme protéique, étaient beaucoup plus efficaces que les 

techniques de transfection chimique et les méthodes faisant appel à l’introduction de plasmides (Liang 

et al., 2015). Une review récente a également fait le point sur les techniques d’introduction de la 

machinerie CRISPR dans les kératinocytes et présente l’électroporation d’ARNm ou de RNP comme 

plus efficace et plus sure vis-à-vis des risques de off-targets par rapport à la transduction de vecteurs 

lentiviraux (Smits et al., 2021). Néanmoins, la plupart des recherches qui utilisent cette méthode dans 

des kératinocytes implique l’utilisation de plasmides (Fenini et al., 2018b, Slivka et al., 2019, Muraguchi 

et al., 2019, Dahlhoff et al., 2017, Dabelsteen et al., 2020, Enjalbert et al., 2020, Simpson et al., 2021).  

Dans le cadre de notre recherche, ni la transfection chimique, ni l’électroporation de plasmides ne sont 

apparues efficaces pour atteindre notre objectif d’édition du gène TNFAIP6. Une hypothèse pour 

expliquer ce constat serait que le plasmide utilisé (LentiCRISPR V2) n’est pas compatible avec la 

transfection et l’électroporation. En effet, il a été montré que les plasmides de grandes tailles, comme 

c’est le cas du plasmide LentiCRISPR V2, peuvent engendrer une forte mortalité cellulaire (Lesueur et 

al., 2016). Ce plasmide est, comme d’ailleurs son nom l’indique, adapté pour la transduction lentivirale. 

Notons néanmoins que la transduction lentivirale effectuée à l’aide de ce plasmide dans des 

kératinocytes a quand même été réalisée avec succès pour cibler des gènes liés au métabolisme des 

glycans dans l’épiderme (Dabelsteen et al., 2020). Cette méthode de transduction induit l’introduction 

de la machinerie Cas9 dans le génome de la cellule hôte, permettant à l’enzyme de couper sa cible en 
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continu. L’intégration stable de l’enzyme peut dès lors provoquer un plus grand risque de off-targets, 

de même que l’utilisation de vecteurs viraux non-intégratifs peut induire une persistance de 

l’expression de l’enzyme Cas9 durant plusieurs semaines (Chen et al., 2016). C’est pourquoi nous avons 

préféré nous diriger vers l’électroporation transitoire de ribonucléoprotéines, technique qui réduit les 

risques de off-targets (Farboud et al., 2018). 

Afin de s’assurer que le phénotype observé est directement lié à l’absence du gène spécifiquement 

délété et non dû à des effets off-targets, il est courant de corriger le gène muté et de vérifier le retour 

au phénotype sauvage. Dans le cas d’une intégration transitoire de l’enzyme Cas9, il est possible de 

réparer la mutation induite par introduction de l’ADN complémentaire à l’ARNm codant pour la 

protéine d’intérêt dans les cellules mutées afin de réexprimer la protéine. Des oligonucléotides 

donneurs peuvent également être transfectés dans les cellules mutées afin de réparer la mutation par 

recombinaisons homologues (Smits et al., 2021). Finalement, un système de « knockout-rescue 

CRISPR » (krCRISPR) a été développé afin d’étudier des gènes essentiels (Wang et al., 2019). Ce système 

consiste à incorporer deux plasmides dans les cellules, un premier plasmide qui exprime l’enzyme Cas9 

et la séquence cible gRNA, ainsi qu’un second plasmide qui exprime le gène de sauvetage de manière 

inductible (Wang et al., 2019). Dans le cas de nos cellules mutées pour la protéine TSG-6, la totalité du 

gène TNFAIP6 a été délétée, soit presque 22 kilobases. Pour corriger cette mutation, il faudrait intégrer 

un plasmide exprimant l’ADNc de la protéine TSG-6, soit environ 900 pdb. Au vu de la mortalité 

engendrée par l’électroporation de plasmides dans les kératinocytes, nous n’avons pas testé ce type 

de réparation. A l’avenir, il pourrait pourtant être intéressant de transduire de manière stable, par 

infection lentivirale, nos kératinocytes TSG-6-/- avec un plasmide exprimant l’ADNc de TSG-6 de 

manière inductible. Cela permettrait en effet de générer des lignées cellulaires KO mais dont le 

phénotype sauvage peut être récupéré de manière inductible durant la reconstruction des épidermes. 

Néanmoins, l’ajout de la protéine TSG-6 recombinante aux cultures en monocouche de kératinocytes 

TSG-6-/- nous a toutefois permis de restaurer la capacité migratoire des kératinocytes. Dans les RHE, 

les effets potentiellement off-target, ont été investigués en étudiant les résultats de RNA-sequencing, 

c’est-à-dire par une étude de tous les transcrits cellulaires. Aucun des gènes renseignés comme 

potentielles cibles off-target n’a montré une diminution de son niveau d’expression. La possibilité de 

corriger les mutations et de récupérer le phénotype sauvage pour vérifier les effets des possibles off-

targets représente un avantage majeur de la méthode CRISPR/Cas9 qui n’est pas réalisable en 

combinaison avec l’utilisation de siRNA ou de shRNA. Lors de l’utilisation d’ARN interférant, seule 

l’analyse à grande échelle des transcrits (ex : microArray) peut permettre de repérer la présence d’un 

éventuel off-target (O’Keefe et al., 2013). 



131 
 

D’autres biais que des off-targets peuvent également être générés lors d’une mutation volontaire de 

l’ADN. En effet, dans le cadre de notre étude, la presque totalité du gène TNFAIP6 a été délété, 

entrainant par conséquent la délétion du miRNA 4773 qui se trouve sur le même locus. L’expression 

de ce miRNA4773 a été détectée dans des analyses à grande échelle. Notamment, lors du traitement 

de cellules de carcinome spinocellulaire œsophagien (par du Telmisartan), la prolifération cellulaire est 

réduite par arrêt du cycle cellulaire et parallèlement, le miRNA4773 est surexprimé suggérant que ce 

miRNA est impliqué dans l’effet anti-tumoral généré par la molécule (Matsui et al., 2019). A l’inverse, 

dans les tumeurs stromales gastro-intestinales, le miRNA4773 est un marqueur de malignité de la 

tumeur et est par conséquent plutôt associé à un effet pro-tumoral (Tong et al., 2015). Malgré la 

potentielle implication de ce miRNA dans le processus de prolifération, nos kératinocytes déficients 

pour le gène TNFAIP6 ne semblent pas présenter de dérégulation de leur prolifération. Sur le même 

locus se trouve également un miscRNA (RN7SL124P) dont le rôle ne semble pas connu. Il est à noter 

que certains ARN non-codants annotés dans les bases de données telle que Ensembl.org 

correspondent à des séquences prédites mais dont l’existence n’est pas toujours certaine 

(communication personnelle de Olivier Svensek). Finalement, une délétion aussi importante que celle 

que nous avons réalisée pourrait également avoir un impact sur l’expression du gène suivant (RIF1) 

dans le cas où des promoteurs de ce dernier se trouveraient dans les introns de la séquence délétée. 

La protéine codée par le gène RIF1 est impliquée dans le maintien de l’homéostasie des télomères et 

donc dans la stabilité génomique (Dan et al., 2014). L’analyse du transcrit de RIF1 par RNA sequencing 

nous a permis de vérifier l’absence de conséquence de la délétion de TNFAIP6 sur l’expression du gène 

RIF1. De plus, une déficience en Rif1 dans des cellules souches embryonnaires (ESC) induit une 

surexpression des gènes associés à la sénescence et notamment de p21 (Dan et al., 2014). Alors que 

l’expression relative en ARNm de p21 est similaire dans les kératinocytes TSG-6+/+ et TSG-6-/- (b), les 

kératinocytes TSG-6-/- (a) montrent une augmentation de l’expression de p21 mais sans modification 

de l’expression de RIF1. Cela suggère qu’il s’agirait de la variabilité individuelle des clones et souligne 

l’intérêt d’étudier plusieurs clones. Malgré les risques liés à la délétion d’une grande séquence, seule 

une délétion totale d’un gène peut assurer de la perte de la protéine et éviter la génération d’une 

protéine tronquée pouvant avoir d’autres effets inattendus sur les cellules. Idéalement, il conviendrait 

d’étudier, pour les comparer, à la fois des clones avec un codon stop prématuré et des clones 

totalement délétés pour s’assurer que le phénotype observé est uniquement la conséquence de la 

perte de l’expression de TSG-6. Au vu de l’efficacité de notre méthode d’édition, on pourrait également 

étudier l’impact de l’absence de la protéine TSG-6 sur des populations hétérogènes, présentant 

différents types de mutations et excluant ainsi les risques de sélectionner spécifiquement une cellule 

avec un phénotype particulier qui serait la conséquence d’un off-target ou de la délétion d’une portion 

du locus dont le rôle est majeur.  
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1.2. Invalidation génique par CRISPR/Cas9 dans les RHE : choix du type cellulaire 

Les kératinocytes primaires humains sont disponibles dans le commerce ou peuvent également être 

isolés à partir d'un excès de peau normale obtenu par chirurgie plastique. Ces kératinocytes primaires 

sont capables d'établir un tissu aux propriétés proches d'un épiderme in vivo. Cependant, ce type de 

cellules présente plusieurs limites. Les kératinocytes primaires sont coûteux à l'achat et/ou à la 

production, notamment dans le cadre d'études à grande échelle. De plus, une certaine variabilité est 

inévitablement observée dans les données générées en raison du génotype des donneurs. Enfin, les 

kératinocytes primaires entrent en sénescence réplicative après une série de passages en culture et 

ont de ce fait une capacité d’expansion en culture limitée (Mound et al., 2017). Néanmoins, l’édition 

de kératinocytes primaires humains a déjà été réalisée avant d’induire leur différenciation (Fenini et 

al., 2018a). Afin d’augmenter leurs capacités d’expansion, les kératinocytes primaires peuvent être 

cultivés sur des fibroblastes 3T3-J2 et traités avec un inhibiteur de Rho kinase (Y-27632) (Gandham et 

al., 2013). Cet inhibiteur est également utilisé au sein de notre université dans le cadre de 

reconstruction d’épidermes de mouton mis au point par Nicolas Burton, afin de stimuler la 

prolifération de ces kératinocytes (Burton et al., 2019). Finalement, il pourrait être envisageable de 

sélectionner des holoclones, kératinocytes souches épidermiques possédant des capacités 

importantes de division. En effet, une seule de ces cellules est capable de produire un épiderme d’une 

surface équivalente à celle d’un adulte en seulement quelques semaines (Quatresooz et al., 2012). Les 

propriétés de prolifération et de différenciation en un épiderme en 3D par des holoclones ont d’ailleurs 

été évaluées dans le cadre de xénogreffes itératives (Fortunel et al., 2020). 

Plusieurs alternatives à l’utilisation de kératinocytes primaires existent et ont été présentées dans la 

récente review de Smits (Smits et al., 2021). Certains chercheurs se sont tournés vers les cellules IPS, 

cellules souches pluripotentes induites, afin de les modifier génétiquement, puis de les différencier en 

kératinocytes (Guitart et al., 2016). Cependant, les kératinocytes obtenus après différenciation des 

cellules IPS apparaissent souvent immatures et ne ressemblent pas aux kératinocytes primaires, 

rendant difficile le passage à l’interface air-liquide lors de reconstruction d’épidermes en 3D (Smits et 

al., 2021).  

D’autres études ont été menées sur des cellules immortalisées dont le principal avantage réside dans 

leur durée de vie illimitée et donc dans leur capacité à générer des populations monoclonales 

déficientes pour un gène donné.  

Les cellules HaCaT ont été les premiers kératinocytes spontanément immortalisés, capables de 

montrer une certaine différenciation épidermique (Boukamp et al., 1988). Cependant, les cellules 

HaCaT présentent un programme de différenciation qui reste incomplet et qui empêche la 
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reconstruction des couches kératinisées de l'épiderme, autrement dit l'établissement d'une couche 

cornée (Jung et al., 2016). La fonction de barrière des épidermes reconstruits à partir de cellules HaCaT 

apparait également moins efficace en raison de l'incapacité des cellules HaCaT à synthétiser 

correctement les lipides. Alors que les acides gras libres sont absents de la matrice lipidique, le contenu 

en céramides et sphingolipides est fortement diminué par rapport à un épiderme reconstruit à partir 

de kératinocytes primaires (Boelsma et al., 1999). Très récemment, il a été montré que la résistance 

électrique trans-épithéliale mesurée au travers d’une culture de cellules HaCaT n’augmente pas durant 

la culture (Moran et al., 2021). Simultanément, l’occludine n’est exprimée que de manière diffuse et 

la claudine 1 se trouve localisée au niveau du noyau, et non pas au niveau de la membrane plasmique 

des cellules, suggérant que les jonctions serrées ne sont pas correctement établies par les cellules 

HaCaT (Moran et al., 2021). Enfin, une dérégulation du profil transcriptomique des gènes associés à la 

formation de l'enveloppe cornée (filaggrine, loricrine, involucrine et kératine 10) en réponse aux 

cytokines (telles que l’IL-4, l’IL-17A ou l’interféron γ) est observée dans les cellules HaCaT quand on les 

compare aux kératinocytes primaires, soulignant par-là les énormes limites de ce type cellulaire 

particulier pour étudier des processus physiopathologiques propres à l’épiderme (Seo et al., 2012). 

Signalons toutefois que, malgré leur capacité très limitée à mimer les caractéristiques des 

kératinocytes épidermiques normaux au cours de la kératinisation, les cellules HaCaT en monocouches 

ont été utilisées pour étudier les fonctions de protéines spécifiques après délétion de leur gène par 

CRISPR/Cas9 (Dahlhoff et al., 2017) (Trothe et al., 2018) et même pour reconstruire des épidermes 

(Muraguchi et al., 2019), forcément avec des résultats d’une qualité très discutable. 

Deux autres modèles d'épidermes reconstruits à partir de lignées cellulaires immortalisées ont 

également été générés. D'une part, Inoue et al. (2018) ont reconstruit des épidermes à partir des 

cellules appelées kératinocytes dermiques humains 1 (HDK1) (Inoue et al., 2018). D'autre part, les 

kératinocytes N/TERT ont été développés et décrits comme des kératinocytes immortalisés, mais 

capables de se différencier en culture jusqu’à la kératinisation (Dickson et al., 2000, Rheinwald et al., 

2002). Ces épidermes reconstruits à partir des deux types de cellules immortalisées sont caractérisés 

par un processus de différenciation très semblable au processus de différenciation observé lors de la 

reconstruction obtenue avec des kératinocytes primaires, conduisant à la formation d’une barrière 

épidermique compétente (Alloul-Ramdhani et al., 2014, Smits et al., 2017, Inoue et al., 2018, Van 

Drongelen et al., 2014, Moran et al., 2021). 

Au vu de leurs similitudes fonctionnelles avec les kératinocytes primaires et grâce à leur immortalité 

qui facilite l’isolement de clones cellulaires, l’édition du génome par CRISPR/Cas9 des cellules N/TERT 

a été réalisée de plus en plus fréquemment au cours des deux dernières années. Par exemple, ces 

cellules ont été éditées, puis analysées par la production de RHE destinés à mimer des pathologies 



134 
 

cutanées comme l’ichtyose Harlequin (Enjalbert et al., 2020). Elles ont aussi été utilisées pour étudier 

le métabolisme des glycans en ayant édité les différents gènes codant pour leurs synthèses 

(Dabelsteen et al., 2020), ou encore pour étudier l’implication de la protéine NIX dans la mitophagie 

qui caractérise la disparition des organites lors de la kératinisation épidermique (Simpson et al., 2021). 

De même quand Moran et al. (2021) ont publié l’intéressante étude comparative des kératinocytes 

primaires, des cellules HaCaT et des cellules N/TERT quant à leurs propriétés respectives de 

différenciation et de reconstruction épidermique, ces auteurs ont également annoncé la génération 

de cellules N/TERT KO pour la claudine 1 (Moran et al., 2021). Enfin, basé sur le même protocole que 

celui utilisé dans le cadre de cette thèse pour éditer TNFAIP6, l’édition de ces cellules, suivie de la 

production de RHE, a été réalisée avec Audrey Progneaux, dans notre laboratoire, pour cibler les 

récepteurs IL13Rα1 d’une part et IL2Rγ d’autre part et étudier leurs rôles dans l’altération du 

phénotype des kératinocytes épidermiques au niveau des lésions de dermatite atopique (Progneaux 

et al., 2021). C’est encore le même protocole que nous avons partagé avec l’équipe d’Ellen Van den 

Bogaard à Nimègue pour parvenir à cibler le gène codant la filaggrine et analyser le rôle particulier de 

cette protéine dans l’établissement de la barrière épidermique et son altération dans plusieurs 

pathologies cutanées comme l’ichtyose vulgaire et même la dermatite atopique (Smits et al., 2021). 

Il est tout de même essentiel de noter que les N/TERT-RHE présentent quelques différences par 

rapport aux NAK-RHE. Lors de la reconstruction des N/TERT-RHE, nous avons mesuré une résistance 

électrique transépithéliale (TEER) plus faible qu’avec les NAK-RHE. Fonctionnellement, cet 

affaiblissement de la barrière épidermique a été objectivé par l’infection accélérée des RHE par des 

dermatophytes. En effet, pour un même inoculum, les éléments fongiques ont plus vite infecté les 

couches vivantes des épidermes reconstruits à partir des cellules N/TERT que les NAK-RHE. En 

conséquence, l’inoculum utilisé pour infecter les N/TERT-RHE a dû être réduit de moitié. La TEER 

réduite s’explique vraisemblablement par un retard de localisation de l’occludine et de la claudine 1 

en membrane plasmique et donc de l’organisation des jonctions serrées (Moran et al., 2021). D’autre 

part, la composition lipidique de la matrice entourant les cornéocytes n’est pas totalement identique 

aux NAK-RHE. Bien que les différents types de céramides et d’acides gras libres soient présents, 

certains d’entre eux se trouvent en quantité réduite dans les N/TERT-RHE par rapport aux NAK-RHE. 

D’ailleurs, il semblerait que les lipides soient moins bien organisés dans la matrice des N/TERT (Van 

Drongelen et al., 2014). Enfin, alors qu’il avait été montré que les traitements des NAK-RHE avec l’IL-4 

ou l’IL-13 permettaient de mimer la spongiose et l’hypogranulose caractéristiques de la dermatite 

atopique (Do Nascimento Pedrosa et al., 2017), la couche granuleuse semble persister dans les N/TERT-

RHE traités avec les IL-4 et IL-13 (Figure 42), même si les kératinocytes répondent au traitement en 

montrant un affaiblissement de la barrière. 
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Figure 42 : Comparaison de l’effet du traitement aux IL-4 et IL-13 sur les NAK-RHE (Do Nascimento 

Pedrosa et al., 2016) et les N/TERT-RHE. Le traitement des NAK-RHE à l’IL-4 induit une perte de la 

couche granuleuse presque complète alors que le traitement IL-4/13 sur les N/TERT-RHE ne modifie 

pas la taille de la couche granuleuse. Barre d’échelle = 20 µm 

 

2. Etude de l’HA et de la protéine TSG-6 épidermique : limitations 

liées à l’utilisation des RHE 

Alors qu’en conditions normales la protéine TSG-6 est très faiblement exprimée et sécrétée dans la 

MEC, des conditions inflammatoires menant à une réponse immunitaire de type Th2 ou Th1/17 

induisent fortement l’expression et la sécrétion de la protéine TSG-6 par les kératinocytes 

épidermiques. Simultanément, l’HA est produit par les kératinocytes de manière plus importante 

lorsque les kératinocytes sont soumis à des stress et se retrouve accumulé entre les couches vivantes 

de l’épiderme. Grâce à l’édition des kératinocytes N/TERT et à la génération de lignées de kératinocytes 

TSG-6-/-, nous avons mis en évidence que la protéine TSG-6, réputée anti-inflammatoire, est capable 

de maintenir davantage l’HA des épidermes reconstruits in vitro entre les cellules, dans la MEC 

épidermique. Cependant, l’utilisation de ce tissu produit en culture présente quelques limitations 

telles que la composition de la lame basale établie par les kératinocytes, ou encore l’absence de 

cellules immunitaires et molécules circulantes tel que l’inter-α-trypsine inhibiteur. 

2.1. Implication de la lame basale 

L’absence de la protéine TSG-6 dans le RHE induit une localisation de l’HA modifiée. Une moindre 

quantité d’HA est en effet mesurée dans le RHE KO pour TSG-6 et une plus grande concentration en 

HA est détectée de façon concomitante dans le milieu de culture sous-jacent.  
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Dans les modèles d’épiderme reconstruit in vitro, il est commun de mesurer la quantité d’HA 

épidermique synthétisé par les kératinocytes, puis relargué dans le compartiment sous-jacent à 

l’épiderme, soit dans le milieu de culture quand le tissu repose sur un filtre (Malaisse et al., 2014), soit 

dans la matrice de collagène si le tissu a été reconstruit sur cette matrice (Pasonen-Seppanen et al., 

2003). Certaines recherches ont cependant observé que la perte d’HA, depuis l’épiderme vers le 

compartiment sous-jacent, semble être une conséquence d’une organisation incomplète de la lame 

basale dans les modèles ne contenant que des kératinocytes (Tammi et al., 2000) (Iriyama et al., 2021). 

Dans cet ordre d’idée, l’analyse d’un modèle in vitro de peaux équivalentes exposées aux UV a montré 

que l’inhibition des métalloprotéinases et des héparanases qui digèrent les composants de la lame 

basale protège l’intégrité de la lame basale et retient de ce fait 25% d’HA supplémentaire dans 

l’épiderme par rapport à la quantité d’HA retenue dans les épidermes où la lame basale n’est pas 

protégée par ces inhibiteurs (Iriyama et al., 2021). De la même manière, dans un modèle d’épiderme 

reconstruit de rat, la mise en place d’une lame basale entre l’épiderme et la matrice de collagène, par 

une incubation préalable avec des cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), permet de retenir 75% 

environ de l’HA dans l’épiderme, alors que 80% de l’HA épidermique sont perdus en absence de cette 

lame basale (Tammi et al., 2000, Passi et al., 2004). Ces résultats obtenus in vitro pour évaluer 

l’importance de la lame basale dans la rétention de l’HA sont cohérents avec les études réalisées in 

vivo. En effet, lorsque l’épiderme de personnes âgées est exposé aux UV, cette exposition endommage 

la lame basale de l’épiderme et résulte en une quantité d’HA plus faible observée dans les épidermes 

exposés au soleil par rapport à l’HA mesuré au sein des épidermes non exposés (Iriyama et al., 2021). 

Les RHE sont générés uniquement à partir de kératinocytes. Ces cellules dans la couche basale 

sécrètent des composants de la lame basale (collagène IV, laminine, entactine, perlécan) et établissent 

des hémidesmosomes pour ancrer leurs filaments intermédiaires à la surface du filtre de 

polycarbonate. Ces structures organisées par les kératinocytes sur le filtre peuvent être considérées 

comme des ébauches de la lame basale puisqu’il ne manque essentiellement que du collagène VII et 

de la fibronectine par rapport aux composants principaux d’une lame basale telle que rencontrée in 

vivo (Rosdy et al., 1993). Les observations par microscopie électronique à transmission de sections 

ultrafines produites au travers de la couche basale de nos RHE révèlent la présence 

d’hémidesmosomes, ainsi que d’une lamina lucida et d’une lamina densa (Figure 43). De plus, il a été 

mesuré précédemment que la proportion d’HA retenu dans le RHE est de l’ordre de 95% de sa 

production, et qu’une faible quantité seulement d’HA traverse la lame basale, même incomplète, pour 

se retrouver dans le milieu de culture sous-jacent (Malaisse et al., 2014). Néanmoins, il pourrait 

s’avérer intéressant d’ajouter les composants de lame basale manquant à notre modèle afin de le 

rendre plus robuste. Dans ce but, des cellules MDCK pourraient être ensemencées sur le filtre de 
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polycarbonate pour une période de culture d’une vingtaine de jours et ainsi produire et organiser 

pendant ce temps les composants de la lame basale avant de reconstruire l’épiderme (Tammi et al., 

2000). 

 

Figure 43 : Observation au microscope électronique à transmission d’un épiderme humain 

reconstruit in vitro. Visualisation de la lamina lucida et de la lamina densa, combinées avec des 

hémidesmosomes entre les kératinocytes de la couche basale de l’épiderme et le filtre de 

polycarbonate. 

 

Sur base du métabolisme de l’HA épidermique (synthèse par la HAS1/HAS3 dans la MEC et dégradation 

par HYAL1 au niveau de la couche granuleuse), sachant par ailleurs que la lame basale crée au niveau 

de la jonction épidermo-dermique une séparation physique pour l’HA entre le derme et l’épiderme, et 

compte tenu du fait que la protéine TSG-6 retient également l’HA dans l’épiderme, on peut en conclure 

que la presque totalité de l’HA est métabolisé localement dans le compartiment épidermique. Seule 

une proportion assez minime de l’HA (de l’ordre de 10%) diffuserait vers le derme à travers la lame 

basale où il diffuserait vers les ganglions lymphatiques, puis la circulation sanguine, pour atteindre 

finalement le foie où l’HA serait dégradé. 

2.2. Implication de l’ITI 

Afin de former une MEC stable, la protéine TSG-6 est soit capable d’interagir directement avec l’HA, 

soit indirectement, en présence de l’inter-α-trypsine inhibiteur (ITI) circulant dans le sang, la protéine 

TSG-6 peut jouer un rôle enzymatique qui transfère une chaine lourde (HC) de ITI sur le polymère 

formé par l’HA (Rugg et al., 2005). Sachant que l’affinité de la protéine TSG-6 pour l’ITI est plus 

importante que pour l’HA, il aurait été intéressant d’étudier cette interaction. D’autant plus que 

l’importance d’une interaction ITI-TSG-6-HA a été mise en évidence au cours de pathologies cutanées. 
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Par exemple, Shakya et al. (2020) ont montré la présence de complexes HC-HA au cours de la 

cicatrisation dans les peaux de souris (Shakya et al., 2020).  

Parmi les différents types de HC liés à l’ITI, la HC5 est majoritairement exprimée dans la peau, alors 

que les autres HC sont plutôt exprimées par les cellules du foie (Huth et al., 2015). Tandis qu’en 

conditions saines la HC5 est restreinte au compartiment dermique où elle est exprimée par les 

fibroblastes, elle apparait par contre localisée dans les couches de l’épiderme chez les patients atteints 

de dermatite atopique, de psoriasis, ou de dermatite de contact, simultanément avec l’infiltrat 

inflammatoire (Figure 44) (Huth et al., 2015). Notons encore que d’autres HC ont également été 

localisées dans l’épiderme humain sain. Notamment, les HC1 et 2 semblent être associées aux 

kératinocytes, aux mélanocytes et aux cellules de Langerhans de l’épiderme (Tan et al., 2011). 

 

Figure 44 : (a) Analyse immunohistochimique de l’ITIHC5 et (b) quantification des cellules positives 

pour l’ITIHC5 dans des peaux présentant des pathologies inflammatoires cutanées par rapport à une 

peau saine (Huth et al., 2015) 

 

Puisque les épidermes reconstruits in vitro pour cette étude ont été produits en absence de derme 

sous-jacent et donc d’un réseau vasculaire (et dans un milieu ne contenant pas de sérum), il nous 

fallait, pour étudier l’interaction HC-TSG-6, ajouter une source d’ITIHC. Dans ce but, une tentative de 

reconstruction d’épiderme dans un milieu contenant du sérum a été réalisée. Malheureusement, nous 

avons dû constater que l’ajout de sérum lors de la production des épidermes impacte sérieusement 

leur morphologie, identifiable par la perte de l’aspect palissadique des cellules de la couche basale 

ainsi que par la présence de figure d’apoptose dans le tissu (Figure 45). Une option pour mieux 

contrôler la composition du milieu de culture pourrait être d’ajouter des ITIHC recombinants au milieu 

de culture des RHE. Cela permettrait vraisemblablement d’étudier les différents types de HC et à 

différentes concentrations.  
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Figure 45 : Analyse morphologique (coloration hémalun/éosine) de RHE non traités (CTL) et de RHE 

traités 48h avec du FBS 10% (Fetal Bovin Serum). Barre d’échelle = 20µm 

 

2.3. Implication des autres cellules et constituants de la MEC 

Le modèle de reconstruction d’épiderme sur filtre de polycarbonate est un modèle d’épiderme 

constitué exclusivement de kératinocytes. Les autres cellules résidentes de l’épiderme (mélanocytes, 

cellules de Merkel et cellules de Langerhans) n’y sont pas présentes. Les autres cellules immunitaires 

(lymphocytes, neutrophiles), ainsi que le compartiment dermique composés de fibroblastes, sont 

également absents de ce modèle. 

2.3.1. Les cellules immunitaires 

La protéine TSG-6 est impliquée dans la régulation de l’inflammation. En effet, en contexte 

inflammatoire, suite à la libération de cytokines pro-inflammatoires, la protéine TSG-6 est sécrétée 

massivement (Day et Milner, 2019). Suite à la libération de ces cytokines, la matrice d’HA péri-cellulaire 

change d’organisation et les polymères d’HA se regroupent et s’associent sous forme de « câbles » 

d’HA par l’intermédiaire de la protéine TSG-6 (Jokela et al., 2008) (Kobayashi et al., 2020). Cette 

organisation en câble est fortement impliquée dans la régulation du recrutement des leucocytes au 

site enflammé. Les leucocytes ayant une forte affinité pour ces câbles d’HA, ils ont tendance à se 

retrouver séquestrés, ce qui permet de maitriser l’inflammation (Getting et al., 2002) (Cao et al., 2004) 

(Abbadi et al., 2016).  

Les pathologies inflammatoires cutanées sont caractérisées par une infiltration de cellules 

immunitaires. Notamment au cours du développement des lésions de dermatite atopique, l’épiderme 

est caractérisé par une infiltration de lymphocytes qui sont d’ailleurs responsables de la réponse de 

type Th2 et sont les producteurs des IL-4 et IL-13 (De Vuyst et al., 2016). Quand se développent les 
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lésions de psoriasis et lors d’une infection par Staphylococcus aureus, des neutrophiles migrent entre 

les kératinocytes de l’épiderme après avoir localement rompu la lame basale ce qui induit une 

migration depuis le derme vers l’épiderme (Katayama, 2018) (Schulz et al., 2019). Le recrutement des 

neutrophiles s’observe également lors de la cicatrisation cutanée. Il a d’ailleurs été montré qu’en 

absence de la protéine TSG-6, le recrutement des neutrophiles est clairement perturbé et la 

cicatrisation retardée (Shakya et al., 2020).  

L’étude de la migration des neutrophiles dans un épiderme TSG-6-/- en conditions inflammatoires serait 

intéressante. Pour ce faire, une coculture neutrophiles – RHE devrait être réalisée (Bitschar et al., 

2020). Ce type de coculture a déjà été réalisé et il permet d’étudier l’impact des cytokines libérées par 

les cellules immunitaires sur les kératinocytes et sur leur capacité de réponse à une infection (Bitschar 

et al., 2020). Cette coculture pourrait aussi être d’un intérêt tout particulier dans le contexte des 

infections par Trychophyton rubrum.  

Dans le modèle de RHE, les neutrophiles ne peuvent pas traverser le filtre de polycarbonate et donc 

l’étude de la migration des neutrophiles en absence de la protéine TSG-6 n’est pas envisageable dans 

de telles conditions expérimentales. Il pourrait néanmoins être intéressant d’étudier l’attraction des 

neutrophiles (tagués GFP) par les kératinocytes en plaçant les deux types cellulaires dans deux 

chambres initialement séparées (Chambre Ibidi par exemple) pour ensuite suivre la migration des 

neutrophiles vers les kératinocytes capables d’exprimer ou pas la protéine TSG-6. Il pourrait également 

être intéressant d’étudier la migration des neutrophiles dans des épidermes cultivés sur derme 

équivalent ; les cellules immunitaires pouvant être introduites dans la matrice décellularisée. En effet, 

l’ajout de lymphocytes T dans un équivalent dermique sous-jacent à un épiderme reconstruit in vitro 

a déjà été réalisé dans le cadre de l’étude des interactions entre les kératinocytes et le système 

immunitaire impliquées dans le psoriasis (van den Bogaard et al., 2014).  

Dans le même ordre d’idée, il serait intéressant de réaliser une co-culture RHE–macrophages. En effet, 

la protéine TSG-6 étant impliquée dans la polarisation des macrophages (M1 pro-inflammatoire vers 

M2 anti-inflammatoire) (Mittal et al., 2016) (Liu et al., 2021), il conviendrait de placer des macrophages 

polarisés M1 dans le milieu de culture sous-jacent aux épidermes reconstruits à partir des 

kératinocytes TSG6+/+ ou TSG-6-/- et d’étudier l’impact sur les macrophages dans ce contexte. 
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2.3.2. Les fibroblastes 

En absence de la protéine TSG-6, l’HA est moins retenu dans la MEC de l’épiderme et semble 

s’échapper davantage en diffusant vers le compartiment sous-jacent. Dans le cas de notre modèle in 

vitro, l’HA se retrouve dans le milieu de culture. Toutefois, si on l’étudie in vivo, cet HA migrant depuis 

l’épiderme se retrouve dans le compartiment dermique où il pourrait produire des conséquences sur 

les fibroblastes résidents. 

En effet, il a été montré que l’ajout d’HA à des fibroblastes cultivés in vitro induit leur prolifération et 

leur migration ainsi que l’expression de gènes impliqués dans la cicatrisation, notamment l’expression 

du collagène III et du TGF-β3 (David-Raoudi et al., 2008) (Asparuhova et al., 2019). Dans le cas de 

cicatrisations cutanées, les HAS sont davantage exprimées par les fibroblastes, ce qui induit une 

production accrue d’HA de haut poids moléculaire et par conséquent une prolifération et une 

migration stimulée des fibroblastes (Kavasi et al., 2017). L’apport d’HA supplémentaire provenant de 

l’épiderme pourrait dès lors avoir un effet activateur sur la prolifération et la migration des 

fibroblastes. Cependant, l’étude de la peau des souris Tsg-6-/- ne révèle aucune modification 

phénotypique en absence de stress (Fulop et al., 2003) (Shakya et al., 2020). On pourrait néanmoins 

investiguer ces questions en décidant de récupérer les milieux conditionnés des RHE TSG-6+/+ et TSG-

6-/- et d’incuber des fibroblastes avec ces milieux afin d’en établir l’impact éventuel et de mimer cet 

apport nouveau d’HA vers le compartiment dermique. 

2.3.3. Les constituants de la MEC 

La MEC est composée d’HA mais aussi de plusieurs GAG sulfatés parmi lesquels on trouve environ 60% 

d’héparan sulfate et 20% de chondroïtine sulfate (Tammi et al., 1987). Ces GAG sont liés de manière 

covalente à des core-proteins qui organisent les protéoglycans. Dans l’épiderme, différents 

protéoglycans occupent les espaces intercellulaires comme le glypican, les syndécans 1 à 4 et encore 

le versican (Sandjeu et Haftek, 2009). Alors que le glypican et les syndécans sont ancrés à la membrane 

plasmique, le versican est sécrété sous forme libre dans la MEC où il peut notamment interagir avec 

l’HA (Sandjeu et Haftek, 2009) (Wight, 2017). La perte de l’HA péri-cellulaire, en absence de la protéine 

TSG-6, induit probablement la désorganisation de la MEC et notamment la perte d’interaction avec le 

versican. Cependant, ce protéoglycan est impliqué dans la formation d’une matrice provisoire 

nécessaire aux leucocytes durant une réponse inflammatoire (Iozzo et al., 2015). L’étude des autres 

GAG et protéoglycans en absence de la protéine TSG-6 pourrait donc apporter des réponses 

complémentaires concernant le rôle de la MEC épidermique au cours de l’inflammation cutanée. 

L’analyse à grande échelle de tous les transcrits produits par les RHE TSG-6-/- (RNA-sequencing) a mis 

en évidence une diminution significative de l’expression de la décorine (Figure 46). Il s’agit d’un autre 
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protéoglycan, composé notamment de dermatan sulfate pour ses chaines de glycosaminoglycan 

(Freinkel et Woodley, 2001). Les souris déficientes pour la décorine présentent surtout des 

modifications phénotypiques du derme, où on observe la formation d’un collagène anormalement 

structuré (Iozzo et al., 2015). In vitro, il a néanmoins été montré que la décorine est localisée également 

dans les couches suprabasales de l’épiderme (Velez-DelValle et al., 2011). En cas de dermatite de 

contact, les souris KO pour la décorine présentent une réaction inflammatoire plus faible que les souris 

sauvages, en résultat apparemment d’une déficience du recrutement des leucocytes (Bocian et al., 

2013). Dans les lésions psoriasiques, la détection de la décorine est diminuée (Velez-DelValle et al., 

2011). Ces études mettent d’abord en évidence un lien entre la décorine et le recrutement des cellules 

immunitaires, mais il semblerait également qu’un lien existe entre la protéine TSG-6 et la décorine. La 

décorine est également capable de se lier à l’EGFR pour induire une inhibition de la croissance 

cellulaire, dans ce cas en induisant l’activation de p21, un inhibiteur des CDK (Iozzo et al., 2015). 

 

Figure 46 : Expression relative en ARNm de la décorine (DCN) dans les RHE TSG-6+/+ et les RHE TSG-6-/- 

(a) et (b) en conditions contrôles et traitées aux IL-4 et IL-13. Diminution significative (*** p < 0.001 

par rapport au RHE TSG-6+/+) dans les RHE déficients en TSG-6 par rapport aux RHE non-édités (n=3 ; 

ANOVA2 ; ±SD) 

 

Il est évident qu’ensemble ces GAG et protéoglycans génèrent un environnement favorable pour la 

migration des cellules immunitaires. Mais ce n’est pas leur seul rôle puisqu’ils sont également 

impliqués dans la diffusion des nutriments, des facteurs de croissance et des cytokines dans la MEC 

(Sandjeu et Haftek, 2009) (Toole, 2001). On peut dès lors considérer que la protéine TSG-6 soit un 

élément-clé de la bonne organisation de la MEC, et donc de ses fonctions particulières, autant en 

situation normale que pathologique.  
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3. Impact de la désorganisation de la MEC sur la capacité de réponse 

des kératinocytes à des stimuli 

Nous venons encore d’en parler ci-dessus, la protéine TSG-6 est largement exprimée et sécrétée dans 

la peau quand on y rencontre des conditions inflammatoires liées à une cicatrisation épidermique 

(Simpson et al., 2009) (Shakya et al., 2020). Mais nous avons aussi relevé dans nos études que la 

protéine TSG-6 est sécrétée de façon accrue par les kératinocytes en réponse à une infection fongique 

par des dermatophytes (Faway et al., 2019), ou lorsque les cellules épidermiques sont confrontées à 

des conditions d’une réponse immunitaire de type Th2 (Park et al., 2021). Dans ces conditions, l’HA est 

produit massivement et davantage retenu entre les kératinocytes par la protéine TSG-6, ce qui semble 

réduire la cohésion entre les kératinocytes et entraîner une augmentation des dimensions des espaces 

intercellulaires au travers desquels les cellules immunitaires sont appelées à migrer et où les cytokines 

et facteurs de croissance produits dans le tissu peuvent diffuser (Tammi et al., 2009). Notamment, lors 

d’un remodelage de la MEC associé au processus de cicatrisation, une matrice temporaire d’HA est 

formée et cette matrice riche en HA permet de réguler les signalisations des facteurs de croissance. 

Par exemple, il a été montré dans des épidermes lésés que l’HB-EGF, produit par les kératinocytes ou 

d’autres types cellulaires et retrouvé sous forme soluble, est le principal ligand de l’EGFR impliqué dans 

la cicatrisation de l’épiderme (Tammi et al., 2009). D’autre part, la matrice d’HA est également 

impliquée dans la séquestration de cytokines, telles que l’IL-8 afin de maitriser la réaction 

inflammatoire (Dyer et al., 2014 et 2016). En absence de la protéine TSG-6, la matrice d’HA est 

désorganisée et ce médiateur pro-inflammatoire se retrouve libre, ce qui provoque une dérégulation 

de la cinétique de recrutement des neutrophiles et induit in fine une accumulation massive de 

neutrophiles (Shakya et al., 2020). Or un recrutement excessif de neutrophiles peut être délétère pour 

la cicatrisation (Kim et al., 2008) (Wilgus et al., 2013). 

En résumé, la protéine TSG-6, par son action de réticulation et d’organisation de l’HA dans la MEC, 

semble primordiale pour la régulation de la présentation de cytokines et facteurs de croissance à leur 

récepteur. 

3.1. Migration des kératinocytes 

Il a récemment été montré que la souris déficiente pour TSG-6 présente un délai de cicatrisation par 

rapport à ses congénères sauvages (Shakya et al., 2020). Dans le cadre de notre recherche, nous nous 

sommes intéressés précisément à la capacité migratoire des kératinocytes TSG-6-/-. Les études de 

scratch assay ont mis en évidence un retard important de migration des kératinocytes TSG-6-/- (a) et 

un très faible retard des cellules TSG-6-/- (b) par rapport aux kératinocytes TSG-6+/+ suggérant que le 

délai de cicatrisation des souris KO est au moins partiellement dépendant des capacités de migration 
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des kératinocytes. Dans le contexte qui nous intéresse, les défauts de migration des kératinocytes TSG-

6-/- peuvent être expliqués par plusieurs hypothèses.   

Tout d’abord, il a été montré que la liaison de l’HA a son récepteur CD44 peut activer la migration des 

kératinocytes (Bourguignon et al., 2014). En effet, dans les kératinocytes, l’HA stimule la signalisation 

de RhoA par l’intermédiaire de CD44. La voie de RhoA mène à la phosphorylation des protéines du 

cytosquelette et l’organisation des filaments, ce qui résulte en la contractilité de l’assemblage actine-

myosine. D’ailleurs, en absence de la signalisation de RhoA, la capacité migratoire des kératinocytes 

diminue (Bourguignon et al., 2014). De manière intéressante, l’interaction HA-TSG-6 augmente 

l’affinité de l’HA pour son récepteur CD44 (Baranova et al., 2013). Il est donc possible que l’absence de 

la protéine TSG-6 diminue les interactions de l’HA avec CD44 provoquant ainsi une diminution des 

voies de RhoA et par conséquent une diminution de la migration de ces kératinocytes.  

Ensuite, la décorine est impliquée dans la migration de plusieurs types cellulaires tels que les 

fibroblastes (Velez-DelValle et al., 2011) ou encore les kératinocytes de la gaine externe de la racine 

du poil (Zhou et al., 2018). Ce protéoglycan est de plus fortement exprimé par les kératinocytes 

dysplasiques oraux et impliqué dans la migration et l’invasion de ce type de cellules cancéreuses (Dil 

et al., 2011). La diminution de l’expression de la décorine mesurée dans les kératinocytes TSG-6-/- peut 

donc être mise en relation avec le retard de migration observé pour ces mêmes kératinocytes. 

Finalement, la migration des kératinocytes est dépendante de l’établissement de contacts focaux, par 

l’intermédiaire des intégrines, entre les microfilaments d’actine des cellules et les glycoprotéines de la 

MEC, tels que le collagène, la laminine et la fibronectine (Hopkinson et al., 2013). Il a d’ailleurs été 

montré qu’un défaut de dépôt de fibronectine est à la base d’une diminution de migration des 

kératinocytes (Hopkinson et al., 2013). De manière intéressant, la protéine TSG-6 interagit avec la 

fibronectine pour organiser la MEC (Kutznestova et al., 2008). Il est donc possible qu’en absence de la 

protéine TSG-6, la MEC en général et la fibronectine en particulier dans le cas qui nous intéresse soient 

désorganisées, ce qui induirait un défaut dans l’établissement des contacts focaux et donc un 

ralentissement de la migration des kératinocytes.  

Afin de comprendre les différences de capacité migratoire entre les deux clones TSG-6-/-, il serait 

intéressant de réaliser une comparaison phénotypique de ces kératinocytes. L’étude par microscopie 

à contraste de phase révèle des différences entre les deux clones TSG-6-/- (Figure 47). Le clone TSG-6-/- 

(a) présente une morphologie plutôt fibroblastique avec de nombreuses extensions cytoplasmiques 

alors que les cellules TSG-6-/- (b) sont bien polyédriques comme les kératinocytes TSG-6+/+. De manière 

cohérente, les résultats tirés du RNA sequencing montre une expression augmentée de la vimentine 

dans les kératinocytes TSG-6-/- (a) par rapport aux cellules TSG-6-/- (b), suggérant que ces cellules 
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transitionnent possiblement vers une forme mésenchymateuse (Yan et al., 2010). Il est aussi 

intéressant de noter que les kératinocytes TSG-6-/- présentent des différences dans l’expression 

relative en ARNm codant pour certaines intégrines. Dans l’épiderme, les kératinocytes expriment 

principalement les intégrines α2β1, α9β1 et α3β1 (Hopkinson et al., 2013) et l’intégrine α6β4 au niveau 

des hémidesmosomes (Simpson et al., 2011). Alors que l’expression des sous-unités α3, α9 et β1 sont 

similaires, les analyses de RNA sequencing montrent que l’expression des sous-unités α2, α6 et β4 sont 

plus faibles dans le clone (a) par rapport au clone (b). De la même manière, les kératinocytes TSG-6-/- 

(a) ont une moindre expression de la sous-unité α5 de l’intégrine α5β1, qui lie notamment la 

fibronectine et est impliquée dans la réparation tissulaire (Watt et Jones, 1993), ce qui pourrait 

expliquer que les kératinocytes TSG-6-/- (a) présentent un retard de migration plus important que les 

kératinocytes TSG-6-/- (b). L’étude de migration d’un troisième clone permettrait d’avoir une idée plus 

précise de l’implication de la protéine TSG-6 dans la migration des kératinocytes. Il est à noter que 

l’analyse des transcrits, par RNA sequencing, d’un troisième clone a été réalisée et que les niveaux 

d’expression des sous-unités des intégrines sont comparables à ceux du clone (b).  

 

Figure 47 : Observation au microscope à contraste de phase de kératinocytes TSG-6+/+ et TSG-6-/- 

cultivés en monocouche jusqu’au stade de confluence.  

 

3.2. Réponses à l’(HB-)EGF 

Comme précédemment expliqué, la matrice extracellulaire, formée notamment d’HA, peut séquestrer 

des molécules afin de maitriser et réguler la réaction inflammatoire (Dyer et al., 2014). C’est 

notamment le cas de l’HB-EGF (Thönes et al., 2019). Ainsi, dans le contexte de la cicatrisation cutanée, 

il est connu que les cytokines pro-inflammatoires ainsi que les fragments d’HA de bas poids moléculaire 

induisent la production d’HB-EGF (Mathay et al., 2008) (Kavasi et al., 2017). De même, dans la 

dermatite atopique, l’HB-EGF est particulièrement surexprimé par les kératinocytes, ce qui se 
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caractérise par un épiderme hyperplasique (Mathay et al., 2008 et 2011). Sans délai dans ces contextes 

inflammatoires, l’HB-EGF ancré en membrane est clivé et se retrouve sous forme soluble dans la MEC 

(Giltaire et al., 2011). A ce niveau, l’HB-EGF lie les GAG et se trouve stabilisé par la MEC, formant une 

sorte de réservoir dont le contenu peut être libéré de manière régulée (Thönes et al., 2019). Lorsqu’il 

est libéré, l’HB-EGF, comme l’EGF, peut alors se lier à l’EGFR pour activer en cascade les voies des MAP 

kinases, des PI3 kinases, mais aussi favoriser l’activation des STAT qui vont induire une augmentation 

de l’expression des HAS (Lee et al., 2019) (Monslow et al., 2009). D’autre part, la liaison de l’HB-EGF à 

l’EGFR stimule la migration cellulaire et accélère la cicatrisation par activation de la voie 

EGFR/MEK/ERK (Giltaire et al., 2011) (Uchiyama et al., 2019). 

C’est pourquoi nous avons, dans un premier temps, traités des kératinocytes TSG-6+/+ et TSG-6-/- 

cultivés en monocouche avec de l’EGF (Figure 48a). La phosphorylation de l’EGFR est apparue similaire 

quel que soit le génotype des kératinocytes traités. Une diminution de la phosphorylation de l’EGFR 

apparait dans les trois clones étudiés traités aux interleukines et à l’EGF par rapport aux tissus traités 

uniquement à l’EGF. Il est envisageable que le traitement aux interleukines 4 et 13 induisent une 

relocalisation partielle de l’EGFR, le rendant moins disponible pour l’EGF. Dans un second temps, des 

épidermes reconstruits à partir de kératinocytes non édités et déficients pour la protéine TSG-6 ont 

été traités avec de l’EGF (Figure 48b ; résultats non-publiés).  

 

Figure 48 : Analyse protéique de la phosphorylation de l’EGFR (tyrosine 1173) suite à un traitement à 

l’EGF sur des kératinocytes TSG-6+/+ et TSG-6-/- cultivés (a) en monocouche et (b) sur RHE. Le 

marqueur de charge est STAT3. (c) Quantification relative des niveaux de gris correspondants à la 

phosphorylation de l’EGFR dans les RHE par Image J (n=1) 
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Dans ces conditions, la phosphorylation de l’EGFR est apparue beaucoup plus faible que lors des 

traitements des cultures en monocouche, laissant apparaitre un bruit de fond important et rendant 

compliquée l’interprétation des résultats, même après quantification (Figure 48c). Cette faible 

détection de la phosphorylation du récepteur de l’EGF peut s’expliquer par le fait que, bien que l’EGFR 

soit exprimé dans les couches basales et supra-basales de l’épiderme, il ne serait parfaitement actif 

que dans la couche basale. En effet, l’EGFR phosphorylé ne semble localisé que dans la couche basale 

(Getsios et al., 2009). Cette activation de l’EGFR restreinte au niveau des kératinocytes de la couche 

basale a été mise en évidence dans notre laboratoire suite à une exposition des RHE à des substances 

sensibilisantes (Frankart et al., 2012b). Getsios et al. (2009) suggèrent que la desmogléine 1, protéine 

impliquée dans la formation des jonctions intercellulaires de type desmosomes, serait impliquée dans 

la suppression de l’activité de l’EGFR dans les couches supra-basales afin de permettre aux 

kératinocytes de quitter leur état prolifératif et poursuivre leur processus de différenciation (Getsios 

et al., 2009). Néanmoins, alors que la phosphorylation du récepteur à l’EGF apparait très faible, ERK 

apparait phosphorylé dans les RHE TSG-6+/+ et TSG-6-/- traités à l’EGF (Figure 49a) ou à l’HB-EGF (Figure 

49b). Aucune différence n’est cependant observée entre les kératinocytes édités et les kératinocytes 

non édités. Les autres acteurs impliqués dans les voies de signalisation des MAPK, des STAT et des PI3K 

présentent jusqu’à présent des degrés de phosphorylation très variables d’une expérience à l’autre qui 

nous laissent penser que nos procédures et les technologies utilisées sont à revoir pour approfondir 

valablement cette intéressante question.  

 

Figure 49 : Analyse protéique des voies de signalisation des MAPK, PI3K et STAT suite à un traitement 

de 10min à (a) l’EGF et (b) l’HB-EGF dans des RHE TSG-6+/+ et TSG-6-/-. Le marqueur de charge est 

RPL13a 
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En parallèle de l’étude de la présentation de l’(HB-)EGF à l’EGFR et les voies de signalisation qui en 

découlent, il serait intéressant d’explorer l’effet de la désorganisation de la matrice d’HA sur son 

récepteur CD44. Ce récepteur est localisé dans les membranes plasmiques au niveau des radeaux 

lipidiques, comme l’EGFR d’ailleurs (Pasonen-Seppanen et al., 2003). De plus, il a été mis en évidence, 

dans des lignées de cellules cancéreuses, que les récepteurs EGFR et CD44 interagissent clairement 

pour auto-réguler la synthèse de l’HA (Monslow et al., 2009). En se liant à CD44, l’HA peut notamment 

induire les voies de signalisation de PI3K qui produisent des effets sur le cytosquelette qui augmentent 

la migration des kératinocytes (Bourguignon et al., 2014). 

3.3. Réponses aux infections par dermatophytes 

Un des modèles identifiés dans cette étude pour surexprimer la protéine TSG-6 et étudier son rôle 

épidermique est le modèle d’infection des RHE par des éléments fongiques. L’infection par les 

dermatophytes mime une dermatophytose et surtout les réponses qu’elle induit au niveau des 

kératinocytes (Faway et al., 2017). Alors que l’infection se développe pendant 4 jours, la protéine TSG-

6 apparait surexprimée et massivement sécrétée au 4ème jour de l’infection, lorsque les éléments 

fongiques ont colonisé la couche cornée de l’épiderme et atteignent par conséquent les couches 

formées par les kératinocytes encore vivants.  

Étant donné que la protéine TSG-6 est une protéine anti-inflammatoire et donc potentiellement 

impliquée dans la maitrise qu’exerce un tissu pour se protéger d’une situation qui peut être délétère, 

le développement et la progression de l’infection par dermatophytes sur des RHE déficients pour la 

protéine TSG-6 est actuellement en cours d’investigation par une étudiante de Master (mémoire 2021 

de Chloé Matthys). Ces résultats non publiés nous apprennent déjà que les éléments fongiques 

dégradent la couche cornée et atteignent les couches vivantes des épidermes TSG-6-/- plus rapidement 

que dans les épidermes TSG-6+/+. Pourtant, les deux tissus présentent des barrières qui semblent 

comparables avant l’infection (mesure de résistance électrique trans-épithéliale et perméabilité à la 

lucifer yellow sont similaires).  

Une première hypothèse est suggérée par une possible faible activation des Toll-Like Receptors. Yuki 

et al. ont montré que l’application de composants de paroi bactérienne (peptidoglycans) à la surface 

de la couche cornée de l’épiderme déclenche rapidement les voies de signalisation dépendant des TLR 

2 et 4 et que ces voies renforcent les jonctions serrées et par conséquent la fonction de barrière de 

l’épiderme (Yuki et al., 2011). Au cours d’une infection fongique, les dermatophytes qui adhèrent et 

envahissent les couches kératinisées superficielles de l’épiderme sécrètent des protéases (Monod et 

al., 2008), mais aussi des vésicules extracellulaires qui stimulent les kératinocytes à produire et 
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sécréter des médiateurs pro-inflammatoires (Bitencourt et al., 2018). Même si cela n’a pas été testé 

encore (mais constitue le projet de recherche mené depuis peu par Bastien Tirtiaux dans notre équipe), 

il est envisageable que ces vésicules extracellulaires et protéases diffusent entre les cornéocytes pour 

rejoindre la MEC des couches vivantes de l’épiderme. Si la conséquence est une activation des 

signalisations situées en aval des TLR, celles-ci peuvent induire des réponses qui vont renforcer la 

barrière pour lutter contre l’infection. En effet, des études in vivo ont montré que les kératinocytes 

des couches vivantes sécrètent des peptides antimicrobiens et que les TLR 2 et 4 se trouvent activés 

au niveau des kératinocytes vivants de l’épiderme, même quand l’infection reste confinée au niveau 

de la couche cornée (Brasch et al., 2014). Quand la protéine TSG-6 ne peut être exprimée, l’absence 

de l’organisation d’HA dans la MEC dont elle semble responsable pourrait fort bien affecter la 

présentation naturelle des ligands reconnus par les TLR. En effet, la barrière ne pouvant dans ce cas se 

trouver normalement renforcée, on peut émettre l’hypothèse qu’une invasion plus rapide des couches 

vivantes de l’épiderme par les dermatophytes est une conséquence assez probable d’une telle 

situation. Afin d’investiguer cette hypothèse, les voies de signalisation en aval des TLR, des MAPK et 

NFκB par exemple (Figure 50), vont être analysées dans des épidermes TSG-6+/+ et TSG-6-/- infectés par 

les dermatophytes.  

 

Figure 50 : Schéma des voies de signalisation en aval des TLR (Adapté de Di Lorenzo et al., 2020) 

Une seconde hypothèse est davantage basée sur la composition des cornéocytes. En absence de la 

protéine TSG-6, l’HA a tendance à diffuser plus rapidement vers le compartiment sous-jacent à 

l’épiderme, ce qui ne peut laisser qu’une quantité amoindrie d’HA localisée entre les kératinocytes des 
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couches vivantes. Dans de telles conditions, il est concevable qu’une plus faible quantité d’HA soit 

disponible pour lier le récepteur CD44 et l’enzyme de dégradation HYAL2, impliqués ensemble dans la 

dégradation de l’HA via la coopération de CD44-HYAL2-HYAL1 au niveau de la couche granuleuse 

(Tammi et al., 2000) (Stern, 2003) (Malaisse et al., 2015). Si tel est le cas, seule une faible quantité de 

fragments d’HA pourrait se retrouver dans les cellules de la couche cornée et avoir comme 

conséquence directe une diminution de l’hydratation cutanée, éventuellement similaire à celle 

observée dans la dermatite atopique, laquelle est généralement due à l’absence de NMF. En 

conséquence, la barrière des RHE TSG-6-/- pourrait s’en trouver légèrement déforcée et devenir plus 

susceptible aux infections fongiques ; rappelant d’ailleurs que les patients atteints de DA sont plus 

susceptibles aux infections bactériennes au niveau de leurs lésions (Breuer et al., 2001). Afin de tester 

cette hypothèse, l’hydratation des couches cornées des épidermes TSG-6-/- devra être comparée à celle 

des épidermes normaux TSG-6+/+.  

3.4. Réponses aux cytokines Th2 (IL-4 et IL-13) 

Dans le deuxième modèle permettant d’étudier les fonctions de la protéine TSG-6 en contexte 

inflammatoire, des RHE ont été traités avec des cytokines de type Th2 (IL-4 et IL-13) dans le but de 

mimer la dermatite atopique. Dans les kératinocytes, ces interleukines lient les récepteurs de type I et 

de type II. Le récepteur de type II est constitué d’une sous unité d’IL-4Rα et d’une sous unité d’IL-13Rα1 

et est par conséquent capable de se trouver activé aussi bien par l’IL-4 que par l’IL-13 (Junghans et al., 

1996) (Wongpiyabovorn et al., 2003). Le récepteur de type I composé d’une sous-unité d’IL-4Rα et 

d’une sous unité d’IL-2Rγ a longtemps été considéré comme ayant une localisation restreinte aux 

cellules immunitaires. Cependant, dans le cadre de sa recherche au sein de notre laboratoire, Audrey 

Progneaux a mis en évidence l’expression stimulable de ce récepteur de type I dans les kératinocytes 

humains (Progneaux et al., 2022 en préparation). Ces deux types de récepteur activent les voies des 

MAP kinases, ainsi que la voie des STAT et celle de la PI3K (Progneaux et al., 2022 en préparation). 

Enfin, l’IL-13 peut également lier l’IL-13Rα2 dont la présence à la surface des kératinocytes est aussi 

inductible et dont le rôle pour éventuellement détourner ce ligand du récepteur de type II n’est pas 

encore clair (Figure 51) (David et al., 2001).  
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Figure 51 : Représentation schématique des récepteurs aux IL-4 et IL-13 dans les kératinocytes ainsi 

que leurs voies de signalisation (Progneaux et al., 2022 en préparation) 

 

Il semblerait que la stimulation de l’expression de la protéine TSG-6, suite à un traitement aux IL-4 et 

IL-13 soit la conséquence de l’activation du récepteur de type II. En effet, dans les épidermes 

reconstruits à partir de kératinocytes déficients pour la sous unité IL-13Rα1, spécifique du récepteur 

de type II, le traitement aux interleukines ne montre aucune modification de l’expression en ARNm de 

TSG-6 (Figure 52a ; résultats non-publiés). Dans un épiderme déficient pour la sous unité IL-2Rγ typique 

du récepteur de type I, le traitement aux IL-4 et IL-13 induit une augmentation de l’expression de TSG-

6, comme dans les kératinocytes non édités (Figure 52b). 

 

Figure 52 : Expression relative en ARNm de TSG-6 en conditions contrôles et traitées aux IL-4 et IL-13 

dans les RHE déficients (a) pour la sous unité IL-13RA1 du récepteur de type II (n=3 ; ANOVA2 ; ±SD ; 

***p < 0.001) et (b) pour la sous unité IL-2RG du récepteur de type I (n=1) 
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Sachant que la présentation des cytokines à leur récepteur peut se trouver indirectement régulée par 

la protéine TSG-6, notamment par sa réticulation de la matrice d’HA, la signalisation en aval des 

récepteurs aux IL-4 et IL-13 dans les RHE TSG-6-/- par rapport aux RHE non édités présente un intérêt 

dans la compréhension du rôle de la protéine TSG-6 et de l’HA présents dans la MEC épidermique. Les 

premiers résultats obtenus ne montrent toutefois quasiment pas de différence entre la signalisation 

intracellulaire des kératinocytes TSG-6-/- et des kératinocytes TSG-6+/+ en réponse aux IL-4 et IL-13 

(Figure 53). La phosphorylation des MAP kinases étudiées (ERK et p38) ne semble pas être affectée par 

le génotype des cellules, de même que la phosphorylation d’AKT. La phosphorylation de STAT6 semble 

également identique dans les RHE TSG-6+/+ et TSG-6-/- traités aux interleukines. En revanche, alors que 

la phosphorylation de STAT3 augmente à la suite du traitement aux interleukines des RHE non édités, 

il semblerait par contre que la phosphorylation de STAT3 soit légèrement atténuée dans les 

kératinocytes TSG-6-/- exposés à ces interleukines. De manière intéressante, l’étude des souris Stat3-/- 

a mis en évidence l’implication de cette protéine dans la migration des kératinocytes et la cicatrisation 

(Sano et al., 2008). L’absence de l’activation de STAT3, suite à un traitement aux interleukines, serait 

cohérente avec notre résultat qui montre que la migration des kératinocytes déficients pour la 

protéine TSG-6 se trouve retardée. Néanmoins, l’étude des phosphorylations montre jusqu’à présent 

une variabilité problématique qui rend difficile l’interprétation des résultats, et qu’il faut de ce fait 

considérer avec toutes les précautions requises. Pour plus de précision, ajoutons que des traitements 

aux interleukines plus brefs (10 min) pourraient être réalisés afin d’étudier la réponse rapide des 

kératinocytes en termes de signalisation. De plus, l’étude d’autres acteurs de ces voies de signalisation 

devraient également être réalisée pour compléter les observations déjà réalisées. 

 

Figure 53 : Analyse protéique des voies de signalisation des MAPK, PI3K et STAT suite à un traitement 

de 48h aux IL-4/13 dans des RHE TSG-6+/+ et TSG-6-/-. Le marqueur de charge est RPL13a 
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Pour terminer, il est intéressant de constater que l’expression accrue de la protéine TSG-6 dans un 

modèle in vitro qui mime la dermatite atopique est cohérente avec les études menées in vivo sur des 

peaux lésionnelles de dermatite atopique. L’étude d’ARNm provenant de peaux de patients atteints 

de DA, fournies par Hélène Le-Buanec, nous a en effet permis de mettre en évidence l’augmentation 

d’expression relative de TSG-6 dans cette pathologie cutanée par rapport aux peaux de patients sains. 

De manière intéressante, le niveau de surexpression de TSG-6 ne semble pas lié au niveau de sévérité 

de la pathologie, déterminé par le SCORAD (SCORing Atopic Dermatitis). En effet, les patients 

présentant un score élevé attestant d’une forme sévère de la maladie ne présentent pas 

nécessairement un haut niveau d’expression de la protéine TSG-6 (données non publiées). Cette 

absence de corrélation peut s’expliquer par le fait que la dermatite atopique est une maladie complexe 

et multifactorielle dans laquelle de nombreux processus prennent place.  

Cette augmentation de l’expression relative en ARNm de TSG-6 dans les peaux de DA est également 

observée dans plusieurs études à grande échelle menées sur des peaux lésionnelles de DA (Plager et 

al., 2010) (Quaranta et al., 2014) ainsi que dans d’autres pathologies similaires telle que la dermatite 

de contact (Tan et al., 2017). Notons que les analyses réalisées sur les peaux de DA concernent 

l’ensemble de la peau et par conséquent, tous les types cellulaires associés (kératinocytes, fibroblastes, 

cellules immunitaires, etc.). Une analyse transcriptomique d’un séquençage de l’ARN de chaque cellule 

indépendante (single-cell RNA sequencing) permet d’étudier l’expression en ARNm spécifique aux 

kératinocytes provenant de peaux saines et de peaux de patients atteints de DA (Reynolds et al., 2021). 

Cette analyse a mis en évidence que plusieurs kératinocytes extraits de peaux de DA expriment TSG-6 

par rapport à la population de kératinocytes provenant de peaux saines (Evrard et al., 2021). De 

manière intéressante, on remarque que seulement certains kératinocytes expriment des transcrits de 

la protéine TSG-6 (Figure 3d de Evrard et al., 2021), de la même façon que l’hybridation in situ réalisée 

sur les épidermes reconstruits in vitro nous donne des images dans lesquelles l’ARNm de TSG-6 est 

restreint à seulement quelques cellules (Figure 6c de Evrard et al., 2021). Ces résultats suggèrent que 

la protéine TSG-6 est surexprimée in vivo dans les peaux lésionnelles de DA et qu’au moins une part 

de cette surexpression a lieu au niveau des kératinocytes épidermiques, comme démontré in vitro. 
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En compilant les résultats présentés dans ce manuscrit qui concernent le métabolisme de l’HA et la 

fonction de la protéine TSG-6 dans l’épiderme humain, nous proposons le modèle suivant pour 

englober l’essentiel des observations et des informations recueillies.  

Dans un épiderme sain, l’HA est majoritairement synthétisé et libéré dans la MEC au niveau des 

couches basale et granuleuse de l’épiderme par la HAS1. Ces molécules d’HA de haut poids moléculaire 

sont faiblement réticulées par la protéine TSG-6 qui n’est sécrétée dans ces conditions qu’en 

relativement faible quantité dans la MEC. La rétention et l’organisation de l’HA permet de former une 

matrice dense et stable. Au niveau de la couche granuleuse, l’HA est internalisé et dégradé dans les 

cellules par interaction avec l’axe CD44-HYAL2-HYAL1. Des fragments d’HA de bas poids moléculaires 

sont ainsi produits et se retrouvent dans les cornéocytes où ils jouent probablement un rôle dans 

l’hydratation cutanée avec les NMF (Figure 54). 

 

Figure 54 : Représentation schématique du métabolisme de l’HA dans un épiderme sain  

 

Dans un épiderme pathologique, par exemple en cas de lésion de dermatite atopique, un basculement 

d’expression des HAS est observé. La HAS3 devient très active et sécrète de nombreux fragments d’HA 

de bas poids moléculaire dans la MEC. Simultanément, la protéine TSG-6 est produite et sécrétée en 

quantité plus importante et lie l’HA, ce qui pourrait favoriser sa rétention et son accumulation massive 

et contribuer au développement de la spongiose caractéristique de cette pathologie. Les lésions de 

dermatite atopique étant caractérisées par l’absence d’une couche granuleuse, il est possible que 

l’enzyme HYAL1 y soit absente puisque c’est normalement à ce niveau qu’elle se trouve. Il est d’ailleurs 
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intéressant de noter que les cornéocytes des souris Hyal1-/- contiennent des molécules d’HA de haut 

poids moléculaire, alors que seuls des fragments inférieurs à 6x104 Daltons sont détectés dans les 

cornéocytes des souris sauvages. De même, la couche superficielle parakératosique typique de la 

dermatite de contact contient de l'HA de poids moléculaire supérieur à 6x104 Daltons (Wells et al., 

1991). Nous proposons donc que les cornéocytes des lésions de DA présentent des fragments d’HA de 

plus haut poids moléculaire que dans les peaux saines. Alors que les fragments d’HA de bas poids 

moléculaire contribueraient à l'hydratation comme les NMF, les fragments d’HA de haut poids 

moléculaire présents en excès dans la couche cornée auraient un impact négatif sur les propriétés de 

cette couche, et par conséquent sur sa fonction de barrière. En effet, les fragments d’HA de poids 

moléculaire de haut poids moléculaire sont capables de retenir une plus grande quantité d'eau dans 

les tissus si on les compare aux petits fragments d'HA. On peut imaginer qu’une telle situation 

contrecarre la formation de la couche cornée normalement hydrophobe et conduit à une perméabilité 

épidermique potentiellement accrue (Figure 55). 

 

Figure 55 : Représentation schématique du métabolisme de l’HA dans un épiderme lésionnel de 

dermatite atopique  
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