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Liste des abréviations utilisées

ADN(c) : Acide Désoxyribonucléique (complémentaire)
AE : Acrodermatite entéropathique

AEC : 3-amino-9-ethylcarbazole

AMM : Autorisation de mise sur le marché

AP-1 : Activator Protein-1

ARN(m) : Acide Ribonucléique (messager)

BSA : Bovine Serum Albumine

CO, : Dioxyde de Carbone

CT : Threshold cycle (cycle seuil)

Ctrl : Contréle

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium

dNTP : Déoxyribonucléotide-Triphosphate

DO : Densité optique

DTT : Dithiothréitol

E. coli : Escherichia coli

ELISA : Enzyme-linked Immunosorbent Assay
HaCaT : lignée de kératinocytes humain immortalisés
hBD : B-défensine humaine (hum@rdefensin)

HPRT1 : Hypoxanthine Phophoribosyl Transferase 1
HRP : Horseradish Peroxidase

IgG : Immunoglobuline G

IHC : Immunohistochimie

kB : Inhibitor of the NF«B

IL : Interleukine

kDa : kilo Dalton

LPS : Lipopolysaccharide

MAPK : Mitogen-activated Protein Kinase

M-MLV : Moloney Murine Leukemia Virus

MMP : Métalloprotéase matricielle

NF-kB : Nuclear FactokB

NK : Natural Killer

NHEK : Normal Human Epidermal Keratinocytes
Oligo(DT) : succession de thymines

P. acnes : Propionibacterium acnes

PAM : Peptide antimicrobien

PAMP : Pathogen-associated Molecular Pattern
PBS : Phosphate Buffer Saline

PPAR : Peroxisome Proliferator-activated Receptor
PPRE : Peroxisome Proliferator Response Element
(gRT)PCR : (quantitative Real Time) Polymerase Glreaction
RXR : Retinoid X Receptor

TBS : Tris Buffer Saline

THP1 : lignée de monocytes (Human acute monoogtikgdmia cell line)
TLR : Toll-like Récepteur

TNF-o. : Tumor Necrosis Factaor-

UV : Ultra-violets

Zn : Zinc élément



Introduction

Les sels de zinc sont un traitement classique fetaeé de plusieurs pathologies
dermatologiques, de par leur réle spécifique deledgurs de I'immunité de premiére
ligne ou immunité innée. Le gluconate de zinc digpa’ailleurs en France d’une
autorisation de mise sur le marché depuis 1998s ddeux maladies cutanées,
I'acrodermatite entéropathique et I'acné inflamnirato

Cependant, méme si certains mécanismes d’actiggiuidonate de zinc sur 'immunité
innée sont déja connus (activation keératinocytamedulation de protéines ou de
récepteurs membranaires), il est probable que d#reux autres soient encore ignorés.
Ainsi, nous avons choisi d’étudier dans ce tralaihodulation par le gluconate de zinc
d’acteurs de l'immunité innée cutanée nous paraissatéressants de par leur
implication dans la physiopathologie des dermatasgsmmatoires et pour lesquels il
n'existe actuellement aucune donnée quant a ledlukation par le zinc dans les tissus
cutanés.

Nous rappellerons dans un premier temps des dofmdgamentales sur I'épiderme, sa
structure et ses principales fonctions. Dans uxidene temps, nous ferons le point sur
les données les plus récentes concernant les nd@®n et les indications des sels de
zinc. Nous décrirons enfin les objectifs de notralé.

Dans les suites de cette introduction, nous présamd les méthodes employées, les

résultats obtenus, et nous les discuterons.



|- La peau et I'épiderme : généralités

La peau est le plus large organe du corps humairyrant une superficie de 1,54 2 m
chez I'adulte. La peau est constituée de trois leesiclistinctes superposées les unes aux
autres (Figure 1). L'épiderme est la couche la puperficielle. Il est la premiére
barriere de protection de I'organisme contre legsgjons externes, que celles-ci soient
chimiques, physiques, infectieuses... Sous I'épidesmdrouve le derme, couche de
tissu conjonctif résistant et élastique, permettamtiamment la vascularisation et le
maintien de la structure cutanée, et accueillantalenexes cutanées (follicules pilo-
sébaces, glandes sudorales). Enfin, sous le deerg&iue I'hypoderme, couche la plus
profonde de la peau, constituée de tissu graissedgrmant une interface entre les

couches plus superficielles de la peau et lesdissisculo-squelettiques sous-jacents.

' JEpiderme

IDerme

Hypoderme

Figurel. Structure générale de la peau (extraihtte://www.original-cosmetic.com

L'épiderme est un épithélium malpighien kératinidént I'épaisseur varie selon les
régions du corps. L'épiderme est stratifié en gluss couches superposées (Figure 2).
Les kératinocytes sont les cellules constituamhriiense majorité des cellules de
I'épiderme et des phaneres (ongles, poils, chevéuxir rdle principal est la production

de kératine, protéine conférant a la peau sa @rsidjue de barriere imperméable. Les



kératinocytes se différencient progressivement efau couche la plus profonde de
I'épiderme jusqu’a la couche la plus superficiedle,se chargeant en kératine mature et
en subissant une apoptose dans les couches sigledicLe kératinocyte est capable
de protéger son ADN nucléaire des rayons ultraetso{UV), en accumulant dans son

cytoplasme la mélanine, pigment naturel de la peau.
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Figure2. Les différentes couches de I'épidermerdéxtie Hole’s Human Anatomy & Physiology, 8th
edition Shier, Butler & Lewis, 1999)

La couche la plus profonde, se trouvant au cordacta membrane basale séparant
derme et épiderme, se nomme la couche basaleu(sttzdsale). La couche basale est
constituée d'une seule couche de kératinocytes @dfiérenciés en phase de
prolifération, de mélanocytes (cellules synthétidamélanine) et de cellules de Merkel
(cellules neuroendocrines).

Au-dessus de la couche basale se trouve la copaheude (stratum spinosum), formée
par plusieurs couches de kératinocytes en coudifffgenciation, au milieu desquels
s'immiscent les cellules de Langerhans, qui sostad#iules dendritiques présentatrices
d’antigenes professionnelles.

Ensuite, on trouve la couche granuleuse (stratanujosum), constituée également de
plusieurs couches de kératinocytes qui poursuiventr différenciation. Ces
kératinocytes voient leur noyau étre petit a pdégradé, et leur concentration en

kératines s’accrofitre.



Dans certaines zones de peau épaisse, comme au pigkno-plantaire par exemple, il
existe une couche claire (stratum lucidum) entneche granuleuse et couche cornée.
C’est une couche peu épaisse, faite de kératinbeyt@nt perdu leur noyau.

Enfin, la couche la plus superficielle de I'épiderrast la couche cornée (stratum
corneum). Elle est composée de trées nombreusessstile kératinocytes mortifiés,
appelés cornéocytes, reliés plus ou moins fortementre eux par les
cornéodesmosomes. Les Kkératinocytes de la couchaeéecosont essentiellement
composes de kératine mature, assurant la foncadvadiere et d'imperméabilité de la

peau. Le détachement des cornéocytes constitieéfemene de desquamation.



lI- La barriere cutanée : fonctions et mécanismes

L’épiderme constitue la premiére barriére naturddedéfense de I'organisme, vis-a-vis
des agressions externes (physiques, chimiquestigises...). La fonction barriére de
I'épiderme est multifactorielle, reposant entreresitsur des fonctions mécanique,

sensorielle, anti-radicalaire, immunitaire ou honale. ..

A- La fonction de barriere mécanique

La peau, et principalement sa couche la plus sgplé, I'épiderme, est la premiére
barriere mécanique protégeant l'intérieur de I'migme des agressions externes quelles
gu’elles soient. Cette propriété de barriere ndeude I'épiderme est due a sa structure
méme, et notamment a la solidité des jonctiong-k#eatinocytaires, permettant d’en
faire un épithélium solide et quasiment imperméable

Cette barriere permet de réguler les entrées gesat'eau, en empéchant notamment
'eau du milieu externe d’entrer dans l'organisr®s microorganismes pathogenes
divers colonisent la peau et peuvent étre élimgnése a la desquamation de la couche
cornée, au pH acide des sécrétions cutanées oupaésence d'une flore cutanée
résidente commensale. De plus, la mélanine contgane les kératinocytes leur permet

de protéger leur noyau des effets néfastes deasayy.

B- La fonction sensorielle

La peau est un des organes les plus riches enteécgpsensoriels. Ces récepteurs
présents principalement dans le derme, permetierdteaveau, apres propagation de
I'influx nerveux, de percevoir les divers stimuisus de I'environnement, que ceux-ci

soient proprioceptifs, nociceptifs, thermoceptifsLa densité cutanée en récepteurs



sensoriels est variable en fonction des régiongarelies, et est par exemple trés élevée
au niveau de la pulpe des doigts.

Les récepteurs sensoriels présents dans la pedunsaombreux et possédent des

caractéristiques différentes. Les corpuscules desdvler permettent de sentir les

sensations tactiles fines. Les corpuscules de mugtint sensibles a la pression et a
I'étirement de la peau, alors que les corpuscudeBatini sont quant a eux sensibles a la
pression et aux vibrations. Les cellules neuroerdes de Merkel possedent des

capacités de meécanorécepteurs a la pression. Eeiterminaisons nerveuses libres

permettent de véhiculer les sensations thermiquesidoureuses.

C- La fonction antiradicalaire

Les radicaux libres sont des molécules instables kpsqu’elles ne sont pas
neutralisées par des antioxydants, endommagentadéra irréversible les principaux
constituants des cellules de I'organisme. Ces aadtidibres sont fortement suspectés
d’étre a l'origine du vieillissement cutané, de cens et maladies diverses de la peau,
via leurs capacités de lésions de I'ADN, d’attagqless membranes cellulaires ou
d’'induction de nécrose (Afanas’ev, 2010). Les radic libres peuvent étre d'origine
exogene, produits par des rayonnements ionisamtsexmmple, ou bien endogene,
apparaissant comme des sous-produits du métabotisnmeal de I'oxygéne et jouant
alors un role important dans la communication efggecellules. Leur concentration
peut cependant croitre significativement en péridde« stress » et endommager les
structures cellulaires. C’est ce qu'on appelldriess oxydatif.

Afin de lutter contre ces radicaux libres, 'orgegme met en ceuvre des systémes
antiradicalaires, sous forme d'enzymes ou de mt#écantioxydantes. Parmi les
enzymes antioxydantes présentes au niveau de d'@pél on peut citer la superoxyde

dismutase ou la glutathion peroxydase.

D- La fonction immunitaire de premiéere ligne




Au niveau épidermique, l'immunité innée ou immunite premiere ligne est

classiguement représentée par les cellules de Hzamye cellules présentatrices
d’antigenes professionnelles résidentes de I'épiderll faut cependant noter que
d’autres cellules immunes non spécifiques peuvest@ésentes dans le tissu cutané,
de maniéere physiologique et/ou pathologique, aisd®® monocytes-macrophages, les
polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes... Lé&satinocytes eux-mémes sont
capables d’intervenir dans la réponse immune idpégermique, via la mise en jeu de

nombreux mécanismes distincts et complémentaires.

1) Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans, qui sont des cellidesidtiques résidentes, ont un réle de
présentation d’'antigenes. Elles dérivent des @dlidouches hématopoiétiques de la
moelle osseuse, puis migrent dans la circulatiamr pgjoindre la peau.

Dans I'épiderme, apres avoir reconnu et internalis® antigénes étrangers au soi, les
cellules de Langerhans sont capables de se dépkaceniveau des ganglions
lymphatiques, afin d’effectuer une présentationatggmenes reconnus aux lymphocytes
T, pour entrainer, le cas échéant, une réponse iraradaptative.

2) Les Toll-like Récepteurs

En plus de leur réle premier de barriere mécanitpsekératinocytes sont capables de
jouer un rdle majeur dans la défense immunitairéhdge. Il a en effet été démontré
que, suite a un stimulus externe notamment bantéoa suite a un stress
environnemental chimique ou physique, le kératit®ddtait capable de répondre en
produisant des cytokines et chimiokines pro-inflastmires (Steinhoff et al., 2001).
L’activation du kératinocyte semble majoritairemelute a I'activation de récepteurs
membranaires situés a sa surface, les Toll-likeeRécars (TLRs). Ces TLRs sont des
récepteurs transmembranaires, présents a la sutésceellules des vertébrés, dont les

kératinocytes. lls sont capables de reconnaitreifsgpgement certains composants
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antigénigues microbiens, les Pathc-associated Molecular Patterns (PAM
(Aderem et Ulevitch, 20(; Tableau I). On peut noteug les bactéries Gram positi\
seront plutot reconnues par les 1-2 et les bactéries Gram négatives par les-4. Le
Lipopolysaccharide (LPS) commercial, composail la membrane des bactéries Gr
négatives, est capable d’activer quant a lui oiales TLR-2 et 4 a la surface de
kératinocytegKawai et al., 200:.

PAMP Pathogen(s) Essential ligand Pattern recognition Biclogical sequelae
receplors
LPS Mest Gram-negative bactaria  Lipid A LBP CD14 Enhance inflammatory response
mediatad by TLRs
TLR4, TLR2® Recognize LPS and initiate
inflammatory response
Scavenger recepior Endocylosis of LPS (non-inflammatory),
?phagocytosis
Lipoproteins Euvbacteria Amino-tanminal ripaimitylated oysteinef TLR2 Initiates inflammatory response

generated by the signal peptidass ||
cleavage system

Peptidoglycan Most bactera Undefined ch14 Enhanecss inflammatary response
TLRZ Initiates inflammatory response
Lipoteichoic acid Many Gram-positive bacteria  Undefired TLR2, TLR4t Initiates inflammatory response
CpG Many microbial pathogens Unmethylated CpG-corntaining Undsfined Initistes nfiarmmatory response
oligonucieotided
Lipoarabinomannan Mycobactena Undefined TLR2 Intiates inflammatory response
eb1 Presants glycolipid to of T calls
N-formyl-Met Frokaryotes Amino-tarminal N-formylmethionine of f-Matrecaptors 1 and 2 Chemataxis and release of
proteins synthesized de novo inflammatory mediatars (7)
Marnans and Yeast Undsfined Mannose receptor Phagocytosis, endocytosis and
mannoproteing initiation of inflammatory response
Mannose-binding protein  Opsonization and complement fixation
Zymosan (yeast cell wall) Yaast Undefined Mannose and B-glucan  Phagocytosis
receptors
TLR2 Initiates inflammatory response
Haat shock protains Frokaryotes and aukaryotes  Undsfined Undefined|| Initiste inflammiatory response and
promote T cell dependent immune
TESPONSEs
Tableau |I. PAMPs and Pattern recognition receg, d'aprés Aderem et Ulevitch, 20

L'activation des TLRs,suite a la reconnaissance des PAMPs, entraine ke
cytoplasme cellulaire I'activation de voies de siligation activant des facteurs
transcription, dont le Nuclear Fac-kB (NF«B) et I'Activator Protei-1 (AP-1).
S’ensuitla transcription de multiples genes induisant f@orise immune innée (Adere
et Ulevitch, 200Q Figure 4).

Dans le kératinocyte, il a notamment été démontré Ipctivation de ces voies |
signalisation, suite a l'aietation des TLRs de surface, permettait la trapsiom de
génes aboutissant a la sécrétion par le kératiaodgt cytokines, chimiokines
peptides antimicrobien®ivarcsi et al., 2003; Jarrouss al., 2007).
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Vertebrates Drosophila
Toll-ike receptors Toll 18-Whesaler

i
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Figure 4. Voies de signalisation activées par |&R3 chez les vertébrés (a gauche) et la drosogai
droite), d’aprés Aderem et Ulevitch, 2000. On nquie chez les vertébrés, I'activation des TLRs abai
I'activation des voies de signalisation NF-xB et de I'AP-1 guite a la dimérisation des protéines Jui
Fos).

3) Les Mdalloprotéases matricielles

Les Métalloprotéasematricielles (MMPSs) sont des enzymes zidépendantes, aya
un réle de dégradation protéolytic de nombreuses protéines tn@elles La famille
des MMPsegroupe entre autrles collagénases, gélatinasestatmélysins.

En plus de leur réle protéolytique, les MMPs scapables deéguler de nombrer
mécanismes cellulaires. les sont entre autres consupour étre impliuées dans la

prolifération, la migration ou la différenciatioeltulaire, I'angiogenése, la libération
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ligands proapoptotiques et dans la régulation ienunité innée. En effet, certaines
MMPs sont connues comme étant capables d’agirasuamigration des polynucléaires
neutrophiles et la libération de chimiokines eb&ytes (Van Lint et Libert, 2007).

4) Les Peptides antimicrobiens

Afin de lutter contre I'invasion des microbes denVironnement, les épithéliums des
vertébrés, dont I'épiderme, sont capables de pmdtide secréter diverses molécules
antimicrobiennes, dont celles de la famille destidep antimicrobiens (PAMs), qui
sont de petits peptides (consistant en l'associatie 12 a 50 acides amineés)
représentant un meécanisme ancestral de défensindle. ILes PAMs disposent de
propriétés antimicrobiennes directes, grace adapacité de destruction, de formation
de pores ou de canaux ioniques dans les membraag®ribnnes (Wiesner et
Vilcinskas, 2010). lls sont également directemenpliqués dans l'activation de la
défense immunitaire, du fait de propriétés promifiaatoires. lls peuvent en effet agir
en tant qu'agents chimiotactiques, attirant poligaices neutrophiles, lymphocytes T et
cellules dendritigues immatures sur le site inflaatoire, et également activer la
production de cytokines diverses par les neutrephilrincipalement, mais également
par d'autres cellules, dont les kératinocytes (Wae<et Vilcinskas, 2010).a famille
des PAMs est une large famille qui comprend, eatrtees, le$-défensines humaines,

les cathélicidines, la psoriasine, la RNase 7...

* Lesp-défensines humaines

Les B-défensines humaines (hum@rdefensins hBDs) sont les PAMs prédominants
chez les mammiféres (Wiesner et Vilcinskas, 20lL@jagit de petits peptides de 3 a 4
kDa (Schneider et al., 2005). Parmi les hBDs, |®41Best constitutivement exprimée
par les épithéliums en faibles quantités et n’astipductible. L'expression des 3 autres
hBDs connues, a savoir les hBD-2, -3 et -4, esstitotionnelle, en faible quantité dans
les épithéliums, mais est fortement inductible (®otler et al., 2005). Ces 3 hBDs sont
synthétisées par de tres nombreux épithéliums kdhemnme, y compris I'épiderme, ou

elles sont produites par les kératinocytes (Sclemeitial., 2005).
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Dans I'épiderme, hBD-2 et -3 ont été démontréesngerétant synthétisées de maniére
constitutionnelle par les kératinocytes normaux imflammatoires (Harder et al., 1997,
2001), tandis que I'expression de hBD-4 par lesati@ocytes normaux est encore
débattue, avec des études contradictoires (Hatdalk.,e2004 ; Rivas-Santiago et al.,
2012). De plus, la synthese des hBD-2, -3 et -4 Iparkératinocytes peut étre
directement activée par des agents pathogénes, eatembactéries Gram positives ou
négatives, ou la levurt@andida albicansvia des facteurs membranaires ou solubles, ou
bien par des cytokines pro-inflammatoires, donkuenor Necrosis Factar-(TNF-a) et
I'Interleukine (IL)-13 par exemple (Harder et al., 2004). Leur synthééeoudle
directement de l'activation de voies de signal@maintracellulaires, via I'activation de
TLRs sur les membranes cellulaires (Nagy et aD520

Les hBDs ont un spectre antimicrobien tres largeeewent lutter contre de nombreuses
bactéries, mais également contre des champignom&mie certains virus (Wiesner et
Vilcinskas, 2010). Elles peuvent également agirtart qu'agents chimiotactiques en
attirant polynucléaires neutrophiles, lymphocytesaitixiliaires (ou « helper ») et
mémoire, et cellules dendritiques immatures sussite inflammatoire, et peuvent
également activer neutrophiles et kératinocytdssfaire produire des cytokines pro-
inflammatoires (Yang et al., 1999; Niyonsaba et2004, 2005).

» La psoriasine
La psoriasine, également connue sous le nom detipeotiS100A7, est une petite

protéine de 11 kDa, isolée initialement a partirkdeatinocytes de peaux psoriasiques
(Madsen et al., 1991). La psoriasine est un merdbr&a famille des protéines S100,

caractérisées par la présence de motifs de ligisaralcium (Brodersen et al., 1999).

La psoriasine est principalement exprimée par é&atknocytes, mais également par les
sébocytes au niveau cutané (Wiesner et Vilcinsk@H)).

La psoriasine a été démontrée comme étant préstanis les kératinocytes de

I'épiderme normal non inflammatoire (Martinssoralet 2005). En outre, la synthése de
la psoriasine par les kératinocytes a été décimnoe pouvant étre directement

inductible par la présence de bactéries contieeherichia coli (E.coli)ou par des

cytokines pro-inflammatoires comme le TNFet I'lL-1p (Glaser et al., 2005).
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Comme les hBDs, la psoriasine possede des proprgitbactériennes directes par la
formation de pores transmembranaires induisantgdadients de pH, principalement

chez les bactéries Gram négatives, mais eégalenesnpradpriétés pro-inflammatoires.

Elle peut en effet agir en tant qu'agent chimiad@et direct, en attirant polynucléaires
neutrophiles ou lymphocytes T auxiliaires sur te giflammatoire, et est également un
agent activateur des neutrophiles (Zheng et ab8R0

* Implications pathogéniques

Des études récentes ont souligné l'expression afterrde PAMs dans certaines
dermatoses inflammatoires. Ces études ont confooe la régulation anormale du
systeme immunitaire inné était une voie pathogé@importante dans ces maladies.

A titre d’exemple, la psoriasine a été décrite carétant surexprimée dans les lésions
cutanées de psoriasis; c’est d’'ailleurs en étudiast kératinocytes de patients atteints
de cette pathologie que la molécule a été écriter [@premiére fois (Madsen et al.,
1991). Mais le psoriasis n’est pas la seule pathieloutanée dans laquelle I'expression
de la psoriasine est aberrante. En effet, elleéadémontrée plus récemment comme
étant impliquée dans I'’hyperkératinisation follaué de I'acné (Ganceviciene et al.,
2006). De plus, on sait que la psoriasine est gpuireée dans les Iésions cutanées de
dermatite atopique et de maladie de Verneuil (Glésel., 2009; Schlapbach et al.,
2009).

En ce qui concerne hBD-2, plusieurs études ont r@osd surexpression dans des
biopsies de lésions cutanées d’acné, principalememiveau du follicule pilo-sébacé,
mais également dans I'épiderme adjacent, en colgpara des biopsies de peaux
normales (Chronnell et al., 2001; Philpott, 2003ans le psoriasis comme dans la
dermatite atopique, hBD-2 a également été démontmeme étant surexprimée
(Gambichler et al., 2008). Enfin, dans la maladee\erneuil, une premiere étude a
montré une surexpression de hBD-2 dans des pi@ésatoires cutanées chez 6 patients
atteints de cette pathologie, sans précision diestie leur pathologie (Schlapbach et
al., 2009), mais une étude plus récente et plyg lartéressant 12 patients présentant
des stades mineurs a modérés, a montré une soressixm de cette molécule a la fois
dans des biopsies de zones Iésionnelles et namniédies de maladie de Verneuil, en

comparaison a des peaux saines (Dréno et al., 2012)
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Enfin, en ce qui concerne hBD-4, une seule étuelst gour le moment intéressée a son
expression dans une pathologie cutanée, a savamializdie de Verneuil, et a démontré,
comme pour hBD-2, une sous-expression de cetteculeléans les zones lésionnelles

et non lésionnelles, en comparaison a des peangss@dréno et al., 2012).

5) Les cytokines

Les kératinocytes sont capables de synthétiseé@Eter de nombreuses cytokines,
protéines ayant un role dans le développement giélannisation de la réaction
inflammatoire locale, grace a des propriétés chimetiques, mais également dans
I'activation des kératinocytes environnants, leiffédenciation ou leur prolifération.
Les principales cytokines proinflammatoires proesiipar les kératinocytes sont I'lle-1
et $3, I'lL-6, I'lL-8 ou encore le TNFe (Uchi et al., 2000; Feldmeyer et al., 2010).
L’IL-8 est une cytokine proinflammatoire produit@arpde nombreux types cellulaires
(Hébert et Baker, 1993). Elle agit sur le chimititmne et la dégranulation des
polynucléaires neutrophiles sur le site inflamnratovia sa liaison a des récepteurs de
haute affinité sur la membrane des neutrophilesnsDdes pathologies cutanées
inflammatoires, telles que l'acné ou la maladie &&rneuil, caractérisées
histologiquement par une infiltration massive dedéau en polynucléaires neutrophiles,
on sait que I'lL-8 est présente en grande quafdtéen et al., 2002). Elle est produite
d’'une part par les cellules mononucléées présatdns I'environnement du follicule
pilo-sébacé, et d’autre part par les kératinocgiesmémes. La production d’IL-8 par
des kératinocytes stimulés garopionibacterium acnes (P. acne®) par le LPS a été
prouvée in vitro (Pivarcsi et al., 2003; Grangalet2009). La synthése d’IL-8 est alors
dépendante de l'activation des TLR-2 ou -4, et @anise en ceuvre des voies de
signalisation de NkB et des Mitogen-activated Protein Kinases (MAP&sis), dont

celle mettant en ceuvre AP-1 (Grange et al., 2010).
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E- La fonction métabolique

1. ROole de la peau dans le métabolisme de la vitaniine

La vitamine D est a la fois d’'origine exogéne almadre et d’origine endogéne par
synthese cutanée (Meunier, 2008). Les apports ataires en vitamine D3 ou
cholécalciférol étant relativement faibles, celiest principalement synthétisée dans la
peau, grace a l'action des UV-B sur son précurdeur,f§ hydrocholestérol, présent
naturellement dans I'organisme.

La vitamine D3, qu’elle soit d’origine cutanée durentaire, est ensuite hydroxylée par
le foie en 25-OH-vitamine D3, puis par le rein eB5tOH-vitamine D3, forme active
de la vitamine. Le role le plus important de la5t@H-vitamine D3 est d’assurer la
promotion de la minéralisation osseuse et de n@mtboméostasie phosphocalcique
par augmentation de [I'absorption intestinale ducioat et du phosphore. Les

kératinocytes eux-mémes expriment des réceptdars,25-OH-vitamine D3.

2. Les récepteurs hormonaux exprimés par le kératintey

Le kératinocyte est capable d’exprimer de trés memb récepteurs hormonaux, dont
nous citerons quelques exemples.

Le kératinocyte peut tout d’abord exprimer des pémars a des neuromédiateurs,
comme la substance P (Liu et al., 2006). Le dygfonoement de ces récepteurs est par
exemple impliqué dans la pathogénése du phénoneeprudt (Chang et al., 2007).

En outre, des récepteurs aux endorphines, telledagoorticotropin releasing hormone
(CRH) ou l'a-melanocortin stimulating hormone-MSH), ont été identifiés au niveau
des kératinocytes (Isard et al., 2009; Muffley bt 2011). Ces molécules semblent
avoir un role sur la différenciation kératinocy&ila cicatrisation cutanée et I'induction
de l'inflammation locale. Les kératinocytes sontlégent capables d’exprimer des
récepteurs a I'Insulin-like growth factor (IGF), igpourraient étre impliqués dans
I'hyperprolifération kératinocytaire dans des péadlgees telles que I'acné (Isard et al.,
2011).
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Par ailleurs, il a été démontré que les kératirexygxprimaient des récepteurs aux
hormones sexuelles, notamment aux androgéness tglie la testostérone ou lan5-
dihydrotestostérone (DHT). Les androgénes sontuspour stimuler I'hyperplasie et
pour diminuer la fonction barriere de I'épidermeo(Boulis et al., 2007). Les
kératinocytes expriment également des récepteuxs pragestatifs, alors que les
récepteurs aux oestrogenes sont quant a eux expsipgeifiguement pas les sébocytes
(Pelletier et Ren, 2004).

Les kératinocytes expriment également des réceptaux hormones thyroidiennes,
notamment la triiodothyronine ou T3. On sait eneeffrés clairement que les
dysthyroidies s’accompagnent volontiers de symps$neatanés (xérose, prurit,
urticaire...). Enfin, ils possédent des récepteurs rétinoides, d’origine endogenes et
exogenes, qui sont de deux types, a savoir lendtétX-Récepteurs (ou RXR) et les
Retinoic Acid Récepteurs (ou RAR). Ces réceptewsléaires vont, comme les
récepteurs aux hormones thyroidiennes et a la i3, agir isolément ou via des
phénomenes de dimérisation, en tant que facteursragescription, et réguler de

nombreuses fonctions cellulaires, dont la foncttomunitaire (Sgrensen et al., 1997).

3. Les Peroxisome Proliferator-activated Receptors fAHS)

Les Peroxisome Proliferator-activated Receptors A sont des récepteurs
nucléaires appartenant a la superfamille des réaephucléaires hormonaux (Nuclear
Hormone Receptors). lls agissent en tant que fexctée transcription et régulent de
nombreuses fonctions cellulaires, dont la proliiéra la différenciation, I'apoptose, le
métabolisme lipidique et I'inflammation (Deleriviead., 2001).

Apres translocation nucléaire de sa forme cytopigseninactive, le PPAR pourra étre
activé par des ligands, d'origine naturelle (acideas, eicosanoides) ou synthétique
(glitazones, fibrates). Il pourra alors se cougleec un RXR. L’hétérodimére PPAR-
RXR formé ira alors se lier a une séquence d'ADdbtebrin spécifique (Kliewer et
al., 1992). Cette séquence, appelée PPAR Respdeisedi (PPRE), est située dans la
région promotrice de certains genes, qui pourréosaétre transcrits (Palmer et al.,
1995).
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Trois différents PPARs ont été identifiés dansKémtinocytes humains, a savoir les
PPAR«, -p/o et v (Kuenzli et Saurat, 2003).

« PPARg« : expression et mode d’action

PPAR« est un PPAR ubiquitaire. En effet, il est fortemmerprimé dans la graisse
brune, le foie, les reins, le cceur et I'épidermeefizli et Saurat, 2003). Ce PPAR a été
relativement bien étudié dans la peau, et des daubns thérapeutiques ont méme déja
découlé des diverses études menées. Dans I'épiditardgja été démontré que PPAR-
a inhibait la lipogenese sébacée (Downie et al.4208timulait la différenciation et
inhibait la prolifération des kératinocytes (Hanley al., 1998), régulait I'apoptose
kératinocytaire et améliorait 'homéostasie de Hriere cutanée (Komives et al.,
2000). PPARs possede également des propriétés anti-inflamneatalémontrées. En
effet, on sait que PPAR- posseéde une fonction antagoniste des capacités de
transactivation des voies de signalisation inttatates de NR<B et d’AP-1, par une
interaction directe protéine a protéine avec déméhts de ces voies de signalisation
(p65 et c-Jun) (Delerive et al., 1999a).

« PPARg« : implications pathogénigues et intéréts théraprigs

On sait que l'expression de PPARest diminuée dans les lésions de psoriasis,
dermatose inflammatoire fréquente (Mdssner eR80D4). De plus, I'application topique
d’'un agoniste de PPAR-dans un modéle de souris présentant une dermiterdact, a
été démontrée comme étant plus efficace qu'un ptacdans la réduction de
I'inflammation cutanée clinique et dans la dimioatides taux épidermiques des
cytokines anti-inflammatoires TNé&-et IL-1a (Sheu et al., 2002).

Récemment, l'intérét d'un topique agoniste natedPPARe a méme été prouvé dans
une autre dermatose inflammatoire, la dermatitpiqte, chez le nouveau-né humain.
Une étude clinique ayant randomisé 40 nouveau-mége ein traitement topique
classique par dermocorticoides forts ou un traitért@pique par un agoniste de PPAR-
a, a en effet démontré une efficacité équivalenteceres deux traitements, concernant
la valeur du SCORAD (SCORing Atopic Dermatitisgain questionnaire de qualité de
vie (De Belilovsky et al., 2010). Ces études foes dgonistes du PPAdRuN traitement

prometteur dans le traitement des dermatoses aasane inflammatoire.
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l1l- Les sels de zinc

A- Le zinc dans I'organisme humain

Les oligo-éléments, dont le zinc fait partie, sane classe de nutriments d’origine
minérale pure, nécessaires a la vie d'un organisrag en quantités tres faibles. Leur
déficit dans I'organisme humain peut parfois étréodgine de pathologies diverses.
C’est le cas notamment des déficits en iode, fec, @u cuivre.

Le corps humain contient 2 a 3 g de zinc, dontllggrt sont liés aux protéines, avec
une prédominance dans les tissus cutane, surgarairéatique et cérébral notamment.
Les apports en zinc sont d’origine alimentaireprelviennent quasi-essentiellement des
protéines animales. En dépit de la fonction majaluezinc, le corps en possede
seulement des stocks limités, qui sont facilemenis€s et ne peuvent pas compenser
de longues périodes de carence.

Le zinc possede un role essentiel dans de nomlsrémsetions cellulaires et tissulaires,
dont la différenciation, I'apoptose, l'immunité ole métabolisme lipidique et
glucidique. Plus de 300 enzymes ont déja été memttémme contenant du zinc, celui-
ci étant directement impliqué dans leur catalygpssant en tant que cofacteur, ou
encore ayant un role de stabilisation structurBlerd et Shi, 2006). Il est également
bien connu qu’'un grand nombre de facteurs de trgnt®n possedent des motifs
moléculaires de liaison au zinc ou « Zinc-bindingtifs ». Il a été estimé qu'environ
9% des protéines codées par le génome humain pesdier au zinc (Andreini et al.,
2006). Le zinc est également connu comme étant nyporitant stabilisateur de

membranes et un modulateur de systémes hormoneasa(? 1979; Isard et al., 2011).

B- Le role du zinc dans la peau

20% du stock en zinc de I'organisme se trouve t@pgau, principalement sous forme
de métalloenzymes (Lansdown, 2007). La majoritézthe cutané se trouve dans
I'épiderme et principalement dans la couche grarsd€Michaelsson et al., 1980).
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Dans I'épiderme, le zinc favorise la prolifératida, différenciation, I'apoptose et la
migration kératinocytaire, notamment via la modolatd’intégrines (Tenaud et al.,
1999, 2000), et posséde une activité de modula@kimmunité, plus particulierement
de sa partie innée (Brocard et Dréno, 2011).

Le zinc est impliqué dans l'activation des kératytes, en modulant I'expression de
marqueurs d’activation kératinocytaire, telle quatércellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) (Guéniche et al., 1995). De plus, il petn@induire I'expression de la
superoxyde dismutase intrakératinocytaire, afirpagéger I'épiderme de la formation
de radicaux libres (Coudray et al., 1993). Il alégent été impliqué dans I'inhibition
de l'activité des MMPs (Santos et al., 2001). Etreyule zinc est impliqgué dans la
modulation du chimiotactisme des polynucléairesnophiles dans la peau. Cet effet a
notamment été démontré chez des patients acnétpigss par gluconate de zinc
(Dréno et al., 1992). Une corrélation étroite etér@ombre de cellules Natural Killers
(NK) périphériques et les niveaux de zinc dan®ters a aussi été établie (Rajagopalan
et al., 1995). De plus, on sait que le zinc eser#s pour l'activité cytotoxique des
cellules NK (Brocard et Dréno, 2011). Le zinc pégalement moduler I'expression et
I'activité des TLRs membranaires. En effet, unedéta notamment montré que le zinc
modulait I'expression du TLR-2 kératinocytaire dales peaux stimulées pRr acnes
(Jarrousse et al., 2007). Enfin, le zinc est cawgidcomme étant un important
régulateur de la production de cytokines proinflaatoites dans I'épiderme, telles que
I'IL-1, I'IL-6, I'IL-8 ou le TNF- a (Wellinghausen et al., 1997; Sainte-Marie etl98;
Bao et al., 2003). Selon les études, le zinc anétdtré comme régulant positivement ou
négativement la production des mémes cytokines, farction des méthodes
expérimentales employées, et notamment des coatiens en zinc utilisées pour les
incubationsin vitro ou pour les traitements systémiquasvivo (Brocard et Dréno,
2011).

e Action du zinc sur PPARx

Aucune étude ne s’est jamais intéressée a l'impmhctzinc sur ['activation et

I'expression de PPAR-dans I'épiderme. Cependant, le lien entre zirRRAR« a été
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étudié dans d'autres tissus. Dans des culturesil@iedls de cellules endothéliales
porcines et humaines, ainsi que dans une lignéeetisles THP1 (Human acute
monocytic leukemia cell line), le zinc a été mortognme étant un activateur de PPAR-
a (Reiterer et al., 2004; Bao et al., 2010). De plustraitement systémique par zinc a
été observé comme activant la fonction et I'expogsse PPARs dans un modéle de
stéato-hépatite alcoolique murine (Kang et al., 9200

« Action du zinc sur les PAMs cutanés

On peut également noter que peu d'études se sontgpmoment intéressées a un lien
éventuel entre un traitement par zinc et I'expogssies PAMs au niveau cutané.
Concernant les hBDs, seule une étudeivo comparant les niveaux d’expression de
hBD-2 et -4 dans des peaux Iésionnelles de matiierneuil avant et a I'issue d’un

traitement systémique de trois mois par du glueordd zinc, a démontré que ce
traitement était inducteur de l'expression de hBBd4niveau protéique épidermique
(Dréno et al., 2012). Quant a la psoriasine, edkecennue pour avoir en plus de son
motif de liaison au calcium caractéristique, unifge liaison au zinc, qui parait avoir

un intérét majeur dans les capacités bactéricidekn anolécule (Glaser et al., 2005 ;
Brodersen et al., 1999; Lee et al., 2007).

C- Présentation, Contre-indications, Effets secondaise

Le zinc a usage thérapeutique systémique a tolodiaété présenté sous forme de
sulfate de zinc dispeng&r os Du fait de problémes d’intolérance digestive imants
chez les patients, une forme mieux tolérée, leaglate de zinc, la aussi dispenpée

0s a été mise sur le marché a la fin des années 1980

Le gluconate de zinc a I'avantage d’étre un tra@etrbien toléré par les patients et
simple d’utilisation (une seule prise par jour, iat@hce des repas). Ce traitement ne
connait pas de contre-indication particuliere, herdes antécédents d’allergie au blé,

du fait de la présence d’amidon de blé dans lepiexds.
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Le gluconate de zinc doit étre pris a distances(la deux heures si possible) d'un
éventuel traitement par tétracyclines, fluoroguamels ou strontium (diminution de leur
absorption digestive par le zinc), et par fer olciogen (diminution de I'absorption
digestive du zinc par le fer et le calcium).

Le gluconate de zinc peut étre utilisé durant f8% et 3™ trimestres de grossesse ou
durant l'allaitement. Durant le premier trimeste gtossesse, le gluconate de zinc doit
étre continué dans l'acrodermatite entéropathicalers qu’il est conseillé de lui
préférer un traitement topique dans I'acné. Le ghate de zinc peut étre utilisé chez le
jeune enfant.

Les seuls effets indésirables décrits sont des fasations gastro-intestinales,
essentiellement gastriques, peu fréquentes, dde failiensité et transitoires. Le

traitement par gluconate de zinc est compatible dggposition solaire.

D- Efficacité thérapeutique du gluconate de zinc

Le gluconate de zinc (RUBOZINC®, EFFIZINC®) disposn France d'une
autorisation de mise sur le marché (AMM) depuis 8 98ispensée par I'Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits d& $A&RSSAPS), pour le traitement de
deux pathologies cutanées, a savoir I'acné inflatoimea de sévérité mineure et
moyenne et I'acrodermatite entéropathique. L'effitadu gluconate de zinc a en effet
éte démontrée dans de nombreuses études concedemnt patients atteints

d’acrodermatite entéropathique et d’acné inflammnatmineure a modérée.

e Zinc et acrodermatite entéropathique

L’acrodermatite entéropathique (AE) est une patifieldres rare, causée par un déficit
partiel de I'absorption intestinale du zinc. Cet&hologie congénitale, transmise sur un
mode autosomique récessif, est induite par la moutad’'un géne codant pour une
molécule transporteuse du zinc (Kiry et al., 2002h peut rapprocher de cette

pathologie des formes acquises, nommées pseud@tAlBduites par une carence en

23



zinc secondaire a des troubles de I'alimentatioml®liabsorption intestinale, touchant

préférentiellement le prématuré (Barbarot et &1,0.

Cette pathologie se présente cliniquement sousriaef de |ésions tres inflammatoires,

a type d’érytheme, d’érosions, de vésiculo-pustolesle bulles, se localisant dans les
zones péri-orificielle du visage, ano-génitale oun&veau des extrémités. Peuvent étre
associées des lésions muqueuses a type de gisgistibenatites ou glossites, ainsi que
de fréquentes surinfections cutanées bactériennémngiques.

Le traitement, reposant sur une supplémentatioglwronate de zinc, temporaire dans
les formes acquises et a vie dans les formes caalgm entraine en quelques jours une
rémission des symptémes cliniques et une normalisales taux plasmatiques en zinc
(Hirsh et al., 1976; Maverakis et al., 2007). Ddvinrareté de cette pathologie et

I'efficacité spectaculaire de ce traitement, aucangle randomisée contre placebo ou

un autre traitement n’a jamais été réalisée d&is. I’

e Zinc et aché

L'acné est une dermatose inflammatoire touchanta7@0% de la population,
principalement les adolescents (Ghodsi et al., p@BI® est une pathologie touchant la
glande sébacée, au sein du follicule pilo-sébaeéglande sébacée est une glande
holocrine, formée de cellules sébacées ou sebo@ttesntenant le sébum, constitué de
nombreux lipides, essentiellement de triglycéridbssters d’acides gras et d’alcools, et
a un moindre degré de squalene et de cholestérdcné touche donc
préférentiellement les zones séborrhéiques du eigagnt, nez, joues, menton), le
décolleté et le haut du dos. Cliniguement, I'acegroupe de nombreuses lésions
élémentaires distinctes, qui peuvent étre isoléeassociées chez un méme patient, a
savoir des lésions rétentionnelles (comédons), légisns inflammatoires (papules,
pustules, nodules, kystes) et des Iésions cicellgsi

La physiopathologie de I'acné est complexe et engartiellement inconnue. On sait
que trois facteurs distincts sont en cause dams pathologie : un exces de production
de sébum (hyperséborrhée), une hyperkératinisationfollicule sébacé et une

colonisation parP. acnes corynébactérie Gram positive commensale, indtisan
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développement et la pérennisation d’une inflamnmatio situ (Jeremy et al., 2003).
Alors qu’on pensait auparavant que I'hyperkératition folliculaire était le stade initial
de I'acné, on pense maintenant que I'hypersébormtésurtout la colonisation p#.
acnessont des facteurs trés précoces (Jeremy et &3; Mdourelatos et al., 2007). Le
réle deP. acnegdans la pathogénese de I'acné consisterait deo#iubeaucoup plus en
une modulation de I'immunité innée, notamment vé&tlvation de TLRs, qu’'en des
phénomenes directement infectieux (Jugeau etQ05)2

Sur le plan thérapeutique, de nombreux traitempatsvoie topique ou systémique,
peuvent étre proposés dans l'acné (Thiboutot et 2009). Des algorithmes
thérapeutiques ont d'ailleurs été proposés afindapter au mieux la stratégie
thérapeutique a mettre en ceuvre, en fonction darpiadt de la présentation clinique de
'acné. Parmi les traitements topiques, on peuwdrdiés rétinoides, le peroxyde de
benzoyle et les antibiotiques. Parmi les traitemegstémiques pouvant étre proposeés,
I'efficacité des tétracyclines, des sels de zincdetlisotrétinoine a été largement
démontrée (Gollnick et al., 2003).

Le gluconate de zinc a été démontré comme ayaneifiicacité supérieure a celle du
placebo dans I'acné inflammatoire (Dréno et al.899 Les études comparant
I'efficacité du gluconate de zinc a celle des ®tcdines par voie systémique sont
discordantes, démontrant soit une supériorité detibiotique, soit une absence de
différence entre les deux traitements (Revuz et1&890; Dréno et al.,, 2001). Son
efficacité est tres probablement multifactorielleeposant sur ses actions seébo-

régulatrice, bactériostatique et anti-inflammat¢Beocard et Dréno, 2011).

e Zinc et maladie de Verneuil

La maladie de Verneuil, aussi nommeée hidradenitjgpsrativa ou acné inversée, est
une pathologie chronique relativement rare, toutpaéférentiellement I'adulte jeune,

souvent fumeur. La maladie de Verneuil touche é#éctiles pilo-sébacés des régions
riches en glandes apocrines (plis rétro-auricudaireique, creux axillaires, plis sous-

mammaires, creux inguinaux, région périnéo-feskickdle se caractérise par le
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développement de lésions nodulaires inflammatadaduant secondairement en des
lésions abcédées ou fistulisantes, et laissantidagices majeures permanentes.

La physiopathologie de la maladie de Verneuil eat aonnue, mais semble associer
hyperkératinisation du follicule pilo-sébacé, aladant & son occlusion, inflammation
et infection secondaire par des corynébactériesemiment, il a été démontré que
immunité innée était fortement impliquée danstegbathologie, notamment via la
mise en évidence d'une dysrégulation de la prodaoctle cytokines au niveau des
lésions cutanées, mais également en peau pémiwdie chez des patients atteints par
la maladie, en comparaison a des sujets sains g¢aniZee et al., 2011; Dréno et al.,
2012).

Classiquement, le traitement de la maladie de \erresst délicat. Il peut associer
antibiotiques topiques ou systémiques, isotrétimoigluconate de zinc, traitement
mécanique chirurgical ou par laser C&écemment, l'efficacité du traitement de la
maladie de Verneuil par un anticorps anti-TeF¥infliximab, a été décrit dans
plusieurs études, renforcant les arguments imphguan dysfonctionnement de
'immunité innée dans cette pathologie (Brunasddatsone, 2011).

Bien qu’il ne dispose pas pour le moment d’'une AMahs la maladie de Verneuil, une
étude a démontré l'intérét d’un traitement par ghate de zinc a hautes doses, chez 22
patients, ayant tous présenté une rémission coenfit8) ou partielle (N=14), cet
effet étant cependant plutot suspensif que cuitdcard et al., 2007).

* Zinc et autres pathologies cutanées

L’intérét d’'un traitement par gluconate de zincgalément été rapporté sous formes de
séries de quelgues cas dans d’autres dermatodasnmétoires rares, telles que la
furonculose récidivante, la folliculite décalvanta, pustulose érosive du scalp ou la
sclérodermie en plaques (Brody, 1977; Foulc et 2002; El Kabbaj et al., 2005;
Brocard et al., 2012).

26



I\VV- Objectifs

Dans ce contexte, I'objectif de notre travail a cl@&ié de chercher a analyser si le
gluconate de zinc était capable de moduler, d’'uag PPARe, d'autre part des
peptides antimicrobiens, dans un modele d’explantgnés stimulés par le LPS,
reproduisanex vivoun modeéle de dermatose inflammatoire.

Dans notre travail, nous avons étudié les modulatilmduites par le LPS sur
I'expression et la sécrétion de I'IL-8, afin de pour valider notre modéle comme un
modele effectif d'inflammation induite dans les s cutanés.

La premiére partie de notre étude s’est intéresae modulations induites par le
gluconate de zinc, dans les explants cutanés infiésnpar le LPS sur I'expression de
'ARN messager (ARNm) et de la protéine PPARainsi que sur I'activité facteur de
transcription de cette derniere.

La seconde partie de notre travail a étudié lesutatidns de I'expression protéique et
de '’ARNm, ainsi que de la sécrétion extracell@dales peptides antimicrobiens hBD-2,

hBD-4 et psoriasine, dans ces mémes explants infizsn
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Matériel et Méthodes

|- Matériel

A- Peaux de donneurs sains

Les explants cutanés de peau humaine étaiateinus a partir d’échantillons de peau
saine, issus d’interventions chirurgicales de pastde réduction abdominale ou

mammaire ou de « liftings » de cuisses apres |poa#son, réalisées dans les services
de chirurgie plastique du Centre Hospitalier Ursitaire (Docteurs Bellier-Waast et

Perrot) et de la Clinique Jules Verne (Docteur Heprnle Nantes, France. Tous les
patients avaient donné préalablement leur consemieau prélevement cutané pour la
réalisation de cette étude, menée conformémenpancipes éthiques de la Déclaration
d’Helsinki.

B- Modulateurs

o Oligo-éléement

50 mg de gluconate de zinc (Laboratoire Labcatainfsbuge, France), équivalents a
6,7 mg de zinc élément (Zn) étaient dilués dansnilieu de culture, le Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, St QuemFallavier, France)

contenant 4,5% de glucose, pour une concentratiatefen Zn de 1pug/mL.

« Lipopolysaccharide (LPS)

Nous avons utilisé du LPS commercial extrait d’'snache d&. coli O111:B4(Sigma-
Aldrich) comme témoin positif de l'inflammation. LePS était reconstitué dans du
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Phosphate Buffer Saline (PBS) afin d’obtenir unieitsmn meére a la concentration de 1
mg/mL, puis dilué dans du DMEM pour une concentrafinale en LPS de 1 pg/mL.
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[I- Méthodes

A- Culture d’explants cutanés

Le prélevement des explants était réalisé gracesa«diopsy punchs » de 4 mm de
diamétre, emportant I'épiderme et le derme d’édhang$ chirurgicaux des six
donneurs sains. L’hypoderme avait été préalablemstiné au bistouri. Cette technique
permettait la réalisation d’explants homogenesaédiet

Pour chaque donneur, deux explants étaient imned&it congelés a -80°C,
considérés comme explants contrbles non incubésutidisés uniqguement en
Immunohistochimie (IHC). Les autres explants prétegtaient disposés dans le fond de
plaques 24 puits, incubés a 37 °C, en atmosphénédeuet en présence de 5% de,CO
pendant 3, 6 ou 24 heures, dans 250 uL de DMEM (seilisé comme contrdle) ou
supplémenté par du LPS a la concentration de 1ghfirh d'évaluer les effets du zinc,
des explants étaient préalablement pré-incubésaper¥ heures dans 250 pL de
DMEM contenant du Zn a la concentration de 1pg/pis incubés pendant 3, 6 ou 24
heures dans du DMEM supplémenté avec du LPS et jutais deux avec une
concentration finale de 1ug/mL. Les concentratioles modulateurs et les durées
d’'incubation étaient choisies en adéquation avec dennées de la littérature et
I'expérience du laboratoire.

Apreés les incubations de 3, 6 ou 24 heures, letaptgp étaient retirés du milieu de
culture et lavés en PBS. Pour chaque conditionx é&plants étaient congelés a -80°C
pour I'étude en IHC, un autre était broyé dans dizol pour la qRT-PCR et une
extraction nucléaire était réalisée avec le derexgiant pour le test de liaison a ’ADN
de PPARa. Les surnageants de culture étaient prélevésriftey@s pour culoter les
débris cellulaires, puis conservés a -80°C en wasedbsages ELISA.
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B- PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR)

« (gRT-PCR avec sonde TagMan : principes et rationnel

La technique de qRT-PCR permet une détection daedlcence dont l'intensité est
proportionnelle a la quantité d’ARN initialementépente dans I'échantillon analyse,
dans notre cas les broyats tissulaires issus ¢egndg cutanés.

La gRT-PCR permet une analyse quantitative de I'’AfyNthétisé en temps réel, cycle
apres cycle. Apres extraction et rétrotranscriptiBADN complémentaire (ADNCc)
formé va s’hybrider spécifiguement avec une ametasme sonde spécifiques, la sonde
étant couplée a deux fluorochromes, le premier tétanetteur de fluorescence
(« reporter ») et le second étant suppresseur defluarescence du premier
(« quencher »). Une polymérase va ensuite étréégqaour entrainer la formation d’'un
brin d’ADNCc et en avancant, va libérer le « reportedont la fluorescence ne sera plus
réprimée par le « quencher » et sera alors détectab

Dans notre étude, l'utilisation de cette technigsensible et trés spécifique, nous a
permis d’'analyser I'expression moléculaire desédéhts marqueurs étudiés en amont
de leur traduction, avec une possibilité de quaatiobn et de comparaison des

différentes conditions entre elles.

o Extraction d’ARN totaux

Aprés culture, les explants cutanés étaient broyéss 1 ml de réactif Trizol
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) a I'aide dhomogénéisateur Ultra-Turrax T25
(IKA, Staufen, Allemagne). L’extraction d’ARN étaitalisée en utilisant le RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), selon lesammandations du fournisseur. Les
concentrations d'’ARN total étaient évaluées ad'a@idn Nanodrop (Thermo Scientific,
lllkirch, France) et la qualité de 'ARN extraitare a une puce Agilent technologies

(Agilent Technologies, Massy, France).
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o Rétrotranscription

La rétrotranscription était réalisée a partir degld’ARN total pour chaque échantillon.
Le volume était ajusté a 25uL en complétant aveteda RNase free. Les ARN étaient
dénaturés pendant 2 minutes a 70°C, puis incub@tapé 1 heure 15 minutes a 42°C en
présence de DTT 10 mM, Tampon First Strand 1X, dNure 1mM, Oligo(DT)12-
18 Primer 0,5 pg/pug, M-MLV Reverse Transcriptase/l8U et RNase-Out
Recombinant Ribouclease inhibitor 0,4U/uL (Inviteoy dans un volume total de 50

uL/tube.

. PCR guantitative

Les quantifications relatives de I'expression demes d'intérét (hBD-2, hBD-4,
psoriasine, PPAR; IL-8) par rapport a I'HPRT1 (Hypoxanthine PhosBitmsyl-
Transferase 1, en tant que gene de ménage) étaaisees a partir de 20 ng d'’ADNc
par échantillon et des sondes TagMan corresporslante séquences des genes ciblés
(Applied Biosystem, Courtaboeuf, France), dans urermocycleur Mx3005P
(Stratagéne, Lyon, France). Le programme utilisét é& suivant: 1 cycle & 50°C
pendant 2 minutes, 1 cycle a 95°C pendant 10 nsnpigs 45 cycles de 30 secondes a
95°C et 1 minute a 60°@efficacité de la réaction était verifiée par iligation d’'une
gamme de dilution d’ADNc issus de NHEK stimulésmtén positif de hBD-2), de
testis humain normal (témoin positif de hBD-4), mBulignée de cellules HaCaT
(témoin positif de psoriasine), de tissu hépatigoanal (témoin positif de PPAR) et
d’une lignée de cellules THP1 (témoin positif d8l); réalisée en paralléle des PCR des

genes d'intérét.

o Analyse des résultats

Chaque échantillon était analysé en duplicate, dkns puits séparés. Pour chaque

échantillon d’ADNCc, la valeur moyenne des CT («#irold cycle » ou cycle-seuil)
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provenant des duplicates de PCR pour les geneggidirétait normalisée a la valeur du
CT pour 'HPRTL1. L'expression relative de chague@e€’intérét était calculée a partir
de l'efficacité de la PCR (E) et de la differenoesdCT entre un échantillon donné
stimulé (x) comparé a un échantillon non stimuBilicator), exprimés en comparaison
alHPRT :

Exemple : Ratio = (E hBD_?)CT hBD-2 (calibrator-x); (E HPRT? CT HPRT (calibrator-x)

C- Immunohistochimie

« Principes et rationnel de I'utilisation de I'lHC

La technique d'IHC est une technique immunoenzyouati qualitative et semi-
quantitative, permettant la localisation d’antigengans une coupe de tissu. Les
antigenes ciblés sont reconnus au moyen d’anticepgsifiques. Dans notre cas, le
couple antigéne-anticorps était ensuite reconnuupaanticorps secondaire biotinylé,
réagissant par la suite avec des molécules detatidime conjuguée a I'Horseradish
Peroxidase (HRP). L’ajout du substrat de I'HRP3{amino-9-ethylcarbazole (AEC),
permettait de visualiser la réaction grace a lenédion d’'un produit rouge vif sur le site
de I'antigéne cible.

Dans notre étude, cette technique nous a permssimer I'importance de I'expression

protéique des différents marqueurs étudiés et theddiser au sein de I'épiderme.

« Préparation des lames et immunomarquage

Les lames étaient préparées a partir des explatdsés incubés congelés. Des coupes
de 5 um d'épaisseur ont été réalisées grace aarntame contenu dans une enceinte
cryostatique. Les coupes étaient ensuite fixéetamugs dans I'acétone, puis conservées
a-20°C.

Les sites non spécifiques étaient saturés pendanmiButes avec du TBS (Tris-
Buffered Saline) 0,05% Tween20 w/v, 0,1 % BSA whigtma-Aldrich). Aprés blocage
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préalable des peroxydases endogenes, les antipdrpaires étaient déposés sur les
lames a la dilution appropriée, puis incubés pend&nheures a 4°C en atmosphére
humide. Les témoins négatifs consistaient en unéssiom d’anticorps pour les
anticorps primaires polyclonaux, et en une incamagar une IgG irrelevante de méme
isotype pour les anticorps primaires monoclonaux.

Des ringages de 10 minutes étaient effectués ehtaque étape avec le TBS, 0,05%
Tween20, 0,1% BSA, puis les lames étaient sucoms&it incubées avec I'anticorps
secondaire biotinylé (DAKO ChemTek Detection kirgpadase/AEC, rabbit/mouse ;
DAKO, Trappes, France) pendant 30 minutes, avestrigptavidine couplée a I'HRP
pendant 30 minutes et enfin avec 'AEC pendant Buteis. La réaction était stoppée a
I'eau distillée. La contre-coloration des lamegtétasuite réalisée avec de 'Hémalun
de Mayer pendant 1 a 2 minutes, pour marquer lgawocellulaires. Les lames étaient
ensuite rincées a I'eau distillée et montées daine et lamelle avec un milieu aqueux.
Les caractéristiqgues des différents anticorps pranautilisés sont résumées dans le

Tableau II. Cette technique n’a pu étre utiliséaerpgdL-8, du fait de sa solubilité.

: i ; Concentration
Anticorps Clonalité Fournisseur Hote _
utilisée
Abcam, . . s
hBD-2 Polyclonal 1IgG lapin 1/50 Solution mére
San Francisco, USA
hBD-4 Monoclonal 1IgG1 Abcam souris 5 pug/mL
Psoriasine| Monoclonal IgG1 Abcam souris 10 pg/mL
Lifespan, .
PPAR- a Polyclonal 1IgG lapin 10 pg/mL
Seattle, USA

Tableau Il. Liste des anticorps utilisés pour lahrique d'Immunohistochimie
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o Lecture des lames

La lecture des lames était réalisée a l'aide dignostope Leica (Leica Microsystems,
Nanterre, France) et les photographies étaienegpasec un appareil photo numérique
Reflex Nikon D70S (Nikon, Champigny-sur-Marne, Fr@n Toutes les expositions
étaient de méme durée, a la méme luminosité et amemgrossissement (x25).
L'intensité du marquage était évaluée sur quatrempls par deux observateurs
indépendants en aveugle. L'intensité du marquagié @&tée sur I'échelle suivante:
aucun marquage (0), marquage tres faible (1),d4®), modéré (3), fort (4), trés fort
(5). Les résultats étaient définis par la moyemnméidtensité de marguage retrouvée par

les deux observateurs.

D- Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)

o Principes de la technique d’'ELISA

Le dosage ELISA permet le dosage de protéines dassliquides biologiques ou
surnageants de culture, grace a un principe degdosamunoenzymatique de type
« sandwich », caractérisé par I'utilisation de dankicorps dirigés contre la protéine a
doser. Le premier, dit anticorps de capture, ast diu support. Le second, dit anticorps
de révélation, était dans notre cas couplé a I'HitPmettant de catalyser le substrat de
la réaction en une substance colorée dont l'intérsst mesurée par une lecture de
densité optique (DO). La DO mesurée pour les édltargt est comparée a une courbe-
étalon établie en paralléle. Chaque échantilloih &tealysé en duplicate.

o Technigue

Afin de déterminer les concentrations en hBD-2, WB[psoriasine et IL-8 relargués
dans les surnageants de culture, les milieux dtarénoltés aprés les durées

d’incubation choisies (3, 6 ou 24 heures). Le sgeaats étaient centrifugés a la vitesse
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de 7000 tours/minute pendant 10 minutes, afin mii@er d’éventuels débris cellulaires,

puis étaient congelés a -80°C. Les concentratiatarguées en hBD-2, hBD-4,

psoriasine et IL-8 étaient mesurées en utilisast kdiess commerciaux, en suivant les

instructions des fabricants (Tableau Ill). Tous &hantillons étaient analysés en

duplicate.

Kit

Fournisseur

Longueur d’onde de lecture

Human BD-2 Mini ELISA

Development Kit

Peprotech,

Neuilly-sur-Seine, France

405 nm, corrigée a 650 nm

Human BD-4 Mini ELISA
Development Kit

Peprotech

405 nm, corrigée a 650 nm

CircuLex S100A7/Psoriasin
ELISA Kit

MBL, Clinisciences

450 nm, corrigée a 540 nm

Human IL-8 ELISA
Ready-SET-Go!

eBiosicence,

Paris, France

450 nm

Tableau Ill. Liste des tests ELISA commerciauxsétl.

E- Test de liaison a I'ADN de PPARe.

Des extraits protéiques nucléaires d’explants @dasaient réalisés en utilisant un kit

d’extraction nucléaire (Nuclear Extraction Kit, @agn, Interchim, Montlugon, France),

selon les instructions du fabricant. La fonctiootéar de transcription de PPARétait

évaluée en mesurant sa capacité de liaison a I'A&MNin dosage immunoenzymatique
de type ELISA (PPAR: Transcription Factor Assay Kit, Cayman).
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Une séquence d'ADN double brin spécifique de PRAR-PPRE, était immobilisé sur
le fond d'une plaque 96 puits. Le PPRE a la praprile se lier spécifiqguement aux
PPAR contenus dans les échantillons d’extraitséauds. Le PPAR:-lié au PPRE était
ensuite détecté par un anticorps spécifique. Ltagbwun anticorps secondaire conjugué
a I'HRP permettait de catalyser le substrat deéétion en une substance colorée dont
l'intensité était mesurée par une lecture de DOna longueur d'onde de 450 nm.

Chaque échantillon était analysé en duplicate.

F- Analyse statistique

Pour la technique de gRT-PCR, l'expression relatiee 'ARNmM des différents
marqueurs étudiés ont été exprimés par la moyetmréssion entre les différents
donneurs, assortie de I'écart-type, en comparamomiveau d’expression de base
(groupe contréle Ctrl) ou au niveau d’expressiatuitpar le LPS.

Pour les techniques d’'IHC, d’ELISA et pour le tdstliaison a TADN de PPAR¥, les
résultats ont été exprimés par la moyenne d'exjnessle sécrétion ou de densité
optique entre les différents donneurs, assorti€dart-type.

Pour déterminer les différences entre les diff&gnoupes, un test classique de Mann-
Whitney était réalisé. Les différences étaient @@rges comme significatives pour une

valeur dep<0,05.
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Résultats

|- Explants de peau saine

L’étude a été réalisée a partir de peaux sainegepemt de six donneurs caucasiens
sains différents. Trois étaient issues de chirgrgle plastie abdominale, deux de
chirurgie de « lifting » de cuisse apres lipoadprg et une de chirurgie de réduction
mammaire. Les prélévements nous étant adresséscesousrt d’anonymat par les

services de chirurgie, nous ne disposions d’auautee donnée démographique ou

médicale concernant les patients donneurs.

lI- Présentation des résultats

Les résultats sont présentés ci-aprés, dans ddictesr Le premier article s’est
intéressé aux modulations induites sur I'expressidractivité de PPARy, le second a

celles induites sur I'expression et la sécrétion pleptides antimicrobiens.
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lll- Premiere partie :

Le gluconate de zinc active PPARx

dans I'épiderme stimulé par le LPS

A- Objectifs
L'objectif principal de ce travail était d’étudieun possible effet modulateur du

gluconate de zinc sur I'expression et I'activatds PPARe dans des explants cutanés

stimulés par le LPS, représentant un modele deatesa inflammatoirex vivo

B- Méthodologie

Nous avons utilisé des explants cutanés de peaa gae nous avons incubés pendant
3, 6 ou 24 heures, en présence de LPS ou de méigy comme contréle négatif. Afin
d’étudier les modulations induites par le glucordgezinc, certains explants étaient pré-
incubés pendant 24 heures en présence de gluatmatec, avant d’étre stimulés par le
LPS. Ensuite, I'expression épidermique de la pn&@®PARe était analysée grace a
une technique d’'IHC, I'expression d’ARNm de PPARI}ans les explants grace a une
technique de gRT-PCR, et l'activité fonctionnell2 IPARe grace a une technique de
type ELISA.

C- Article

Les résultats de cette étude sont présentés -amés forme d’'un premier article

publié dan€xperimental Dermatology
Poiraud, C., Quéreux, G., Knol, A. C., Allix, R., knammari, A., et Dréno, B.

(2012). Zinc gluconate is an agonist of peroxisonmoliferator-activated receptor-
a in the epidermis. Exp. Dermatol21, 347-351.
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Zinc gluconate is an agonist of peroxisome proliferator-activated

receptor-ain the epidermis
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Abstract: Peroxisome proliferator-activated receptors-a (PPARs-a)
are nudear receptors with anti-inflammatory properties. Zinc
gluconate is efficient in the treatment of severa inflammatory
dermatoses The aim of our work was to determine whether the
modulation of PPAR-a expresson and activity could be one of
the mechanisms of action of zinc gluconate anti-inflammatory
activity in inflammatory dermatoses Thus, we used ex vivo sin
explants incubated with lipopolysaccharide (LPS), a
pro-inflammatory molecule, with or without zinc gluconate. We
evaluated PPAR-a protein expresson using
immunohisochemistry, PPAR-a DNA-binding activity usng an
ELISA-like technique, and PPAR-a mRNA leves using
quantitative PCR. On the one hand, we found that PPAR-a

epidermal protein expresson was simulated by LPS and that LPS
suppressed PPAR-a mRNA expresson, without modifying its
function. On the other hand, in inflammatory LPS gimulated
explants, zinc gluconate sgnificantly upregulated PPAR-a function
and mRNA expresson leve, without changing its epidermal
protein expresson. These results suggest that zinc gluconate may
be a PPAR-a agonigt, which might play arolein the anti-
inflammatory activity of this molecule.

Key words: epidermis— LPS — peroxisome proliferator-activated
receptors-a — zinc gluconate

Acoepted for publication 30 January 2012

Introduction
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS) are nuclear
receptors acting as transcription factors (1). After a trandocation
of their cytoplasmic inactive form into the cdl nucleus, PPARs are
activated by natural (as free fatty acids) or synthetic (as fibrates)
ligands, then dimerized with aretinoid X receptor and specificaly
bound to a double-stranded DNA sequence containing the PPAR
reponse element (PPRE) (2). This DNA sequence is located in
the promoter region of genes regulating proliferation, differentia
tion, apoptoss, lipid metabolism and dso inflammation (3).

Three different PPARs have been identified in human keratino-
cytes PPAR-a, PPAR-b/d and PPAR-c (4). PPARs activation
inhibits the sebaceous lipogenesis (5), gimulates the differentia-
tion and decreases the proliferation of keratinocytes (6), and regu-
lates keratinocyte apoptoss and improves the cutaneous barrier
homoeogas's (7,8). PPARSs have aso anti-inflammatory properties.
PPAR-a and PPAR-b/d agonists have particularly been shown to
inhibit TGFa-induced matrix metaloproteinase 9 (MMP-9) that
acts as a pro-inflammatory substance (9,10). PPAR-a is known to
be a downregulator of the transactivation capacities of NF~j B and
AP-1 signaling pathways (11). PPAR-a expresson is decreased in
psoriatic epidermis (12). Topica PPAR-a activators have been
proven to decrease tumor necross factor-a and interleukin-1a lev-
ds in the epidermis of a contact dermatitis mouse modd (13).
Recently, De Bdlilovsky et al. (14) demongrated the interest of a
natural PPAR-a agonist cream in the trestment of atopic dermati-
tisin children.

Zinc gluconate has been reported to be an effective treatment
for several inflammatory dermatoses such as mild to moderate

inflammatory acne vulgaris or hidradenitis suppurativa (15,16). In
advanced acne grades, zinc serum levels have been shown to be
lower than in a control group (17). Zinc sdts have been
demongrated to have specific anti-inflammatory properties
specificaly with regard to the innate immune sysem. Indeed, zinc
sdlts inhibit granulocytes chemotaxis (18), are implicated in natu-
ral killer cels and keratinocytes activation (19,20), increase inte-
grin production in differentiated keratinocytes (21) and inhibit
Toll-like receptor-2, tumor necross factor-a and interleukin-8
(22).

Links between zinc and PPAR-a activation have been reported
in porcine vascular endothelid cdlls, human monocytic leukaemia
and endothdial cdls, and in a mouse aloohol-induced geatoss
mode (23-25). In this context, the am of our work was to inves
tigate whether zinc gluconate was able to modulate PPAR-a
expression and activity in lipopolysaccharide (LPS)-simulated skin
explants. We thus demongtrated that LPS downregulated PPAR-a
mMRNA expresson, without downregulating its function and epi-
derma protein expresson, and that zinc gluconate sgnificantly
upregulated PPAR-a function and mRNA expresson level, with-
out changing its epidermal protein expresson.

Methods

Bacterial extracts

Lipopolysaccharide, used for its pro-inflammatory properties, was
extracted from Estherichia coi O111:B4 (Sgma-Aldrich, S Quen-
tin Fallavier, France) and recongituted in phosphate-buffered
sdline. LPS was diluted in Dulbecco’s modified Eagle's medium
(DMEM) (Sgma-Aldrich) to afina concentration of 11 g/ml and
incubated with skin explants
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Trace element

Zinc gluconate (15 mg zinc gluconate = 2 mg zinc element; Lab-
catal, Montrouge, France) was diluted in DMEM to a final zinc
concentration of 1 ug/ml.

Healthy skin explants

Normal human skin explants — an ex vivo condition modelling the
in vivo situation — were obtained from surgical samples of healthy
skin donors undergoing abdominoplasty, gynaecomastia surgery
or thigh lifting, from the Plastic Surgery Departments of Nantes
University Hospital and Nantes Jules Verne Private Hospital
(France). All patients provided their written, informed consent.
The study was conducted according to the principles of the Decla-
ration of Helsinki, and the Medical Ethical Committee of Nantes
University Hospital approved all described studies.

Skin explant technique

Skin punches (4 mm diameter) from six healthy donors, consid-
ered as a healthy skin model, were incubated at 37°C in a
moist atmosphere in the presence of 5% CO, for 3, 6 or 24 h
in DMEM alone (used as control) or supplemented with
1 ug/ml LPS. Several explants were directly frozen at —80°C,
without being incubated, to have a control for non-incubated
skin. To evaluate zinc effects, several explants were preincubated
with 1 ug/ml zinc gluconate for 24 h and then incubated for 3,
6 or 24 h with LPS and zinc gluconate, both at a final concen-
tration of 1 ug/ml. After incubations of 3, 6 or 24 h, the
explants were removed from the culture medium. Four explants
were used for each independent condition: two were frozen at
—80°C, and two others were immediately used for RNA and
nuclear extractions.

Immunoperoxidase

Immunohistochemistry was performed using the streptavidin/per-
oxidase technique as previously described (22). We used frozen
sections (5 pm thick) of skin explants. Monoclonal primary anti-
body for PPAR-o (LifeSpan BioSciences, Cliniscience, Montrouge,
France) was deposited on the slides for 18 h at 4°C overnight in a
humid environment. Irrelevant mouse IgG antibody was used as a
negative control.

Microscopy and scoring

Slides were read using a Leica microscope (Leica Microsystems,
Nanterre, France), and photographs were taken with a digital SLR
Camera D70S (Nikon, Champigny-sur-Marne, France). All expo-
sures were done with the same duration, using the same luminos-
ity and magnification (x25). Immunostaining intensity within the
epidermis was scored by two independent observers, who were
unaware of the tissue source or incubation conditions. Labelling
intensity was scored on a five-point scale: null labelling [0], very
weak labelling [1], weak labelling [2], moderate labelling [3],
strong labelling [4] and very strong labelling [5].

Peroxisome proliferator-activated receptors-« DNA-binding
assay

Nuclear extracts from skin explants were prepared using a
Nuclear Extraction Kit (Cayman Chemicals, Interchim, Mont-
lugon, France) and following the manufacturer’s instructions.
Briefly, PPAR-o function was assessed by measuring the DNA-
binding ability with a PPAR-« transcription factor assay kit
containing a 96-well ELISA plate (Cayman Chemicals). A specific
double-stranded DNA sequence containing the PPRE was
immobilized on the bottom of the wells, and PPARs contained in

a nuclear extract bound specifically to the PPRE. PPAR-o was
detected by the addition of a rabbit polyclonal antibody directed
against PPAR-o, followed by an incubation with a horseradish
peroxidase-conjugated ~ secondary antibody for colorimetric
quantification.

Real-time quantitative reverse-transcription PCR

Skin explants were disrupted in 1 ml Trizol Reagent (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) with an Ultra-Turrax T25 homogenizer
(IKA, Staufen, Germany). mRNA extraction was performed using
the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). mRNA con-
centrations were evaluated using a Nanodrop (Thermo Scientific,
Illkirch, France), and RNA integrity using Agilent technology
(Agilent Technologies, Massy, France). Reverse transcription was
performed using 1 ug of total RNA, and relative quantification of
PPAR-o. and HPRT (housekeeping gene) expression was per-
formed using real-time quantitative PCR as previously described
(26), using the corresponding TagMan probes (TaqMan gene
expression assays; Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and
20 ng of complementary DNA samples, on a Mx3005P appara-
tus (Stratagene, Lyon, France). Thermal cycling was at 50°C for
2 min and 95°C for 10 min, followed by 45 cycles at 95°C for
30 s and 60°C for 1 min. PCR efficiency was determined using
normal liver total RNA as a positive control for PPAR-o, per-
formed in parallel to plot the standard curves for PPAR-o. Mean
threshold cycle (CT) values from duplicate PCRs were normalized
to mean CT values for the housekeeping gene (HPRT) from the
same complementary DNA preparations. Relative expression ratio
of a target was calculated on the basis of the PCR efficiency (E)
and CT deviation between a given skin sample (x) and non-stimu-
lated skin samples (calibrator), expressed in comparison with
HPRT: ratio = ((E PPAR-)CT PPAR(@librater) /((p 1pRT)AT
HPRT(calibrator-x))

Statistical analysis

Peroxisome proliferator-activated receptors-o. protein levels and
DNA-binding activity were expressed as means + SD. For PPAR-o
mRNA analysis, mRNA relative expressions were expressed as
means + SD compared with the basal level (Ctrl) or the LPS-
induced level (LPS) for each incubation time. To determine the
differences between all experimental groups (Ctrl, LPS, zinc,
zinc + LPS), a Mann-Whitney test was performed. LPS/zinc-stim-
ulating effects as compared with controls and the effect of zinc
preincubation on LPS stimulation as compared with LPS alone
were all considered significant for a value P < 0.05.

Results

Peroxisome proliferator-activated receptors-a expression in
the epidermis of non-inflammatory skin explants

Peroxisome proliferator-activated receptors-a were expressed in
the epidermis of normal non-inflammatory skin explants (Fig. 1a).
The staining was present in all the layers of the epidermis but was
stronger in the basal layer. Inmunostaining was not observed in
the dermis of skin explants, except in few endothelial cells.

Ex vivo modulation of peroxisome proliferator-activated
receptors-a expression in LPS-induced inflammatory skin
explants

After a 6-h incubation, LPS significantly increased PPAR-o expres-
sion in the epidermis of skin explants, with a 2.33 £ 0.52 basal
expression level with the control (Ctrl) medium increasing to
3.50 £ 0.55 with LPS (P < 0.05; Figs 1 and 2).
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Figure 1. Peroxisome proliferator-activated receptors-x (PPAR-x) cutaneous protein expression is modulated by zinc gluconate in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated
inflammatory skin. Detection of PPAR-x expression in normal non-inflammatory skin explants (a) after 3 h (b and e), 6 h (c and f) and 24 h (d and g) of incubation with
Dulbecco’s modified Eagle’s medium alone (control, Ctrl) (b, c and d) or LPS (e, f and g), after a 24-h incubation with zinc gluconate alone (h), and with a 24-h
preincubation with zinc gluconate (i, j and k) before LPS addition for 3 h (i), 6 h (j) or 24 h (k).

Figure 2. Zinc gluconate modulates peroxisome proliferator-activated receptors-u
(PPAR-a) epidermal protein expression in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated skin
explants. PPAR-a epidermal expression in skin explants, after incubation with
Dulbecco’s modified Eagle’s medium alone (Ctrl) or LPS for 3, 6 or 24 h, with
zinc gluconate alone for 24 h (Zn) or with a 24-h preincubation with zinc
gluconate before LPS addition for 3, 6 or 24 h. Scale: null labelling (0), very
weak labelling (1), weak labelling (2), moderate labelling (3), strong labelling (4)
and very strong labelling (5). Values are expressed as means + SD (n = 6).

*P < 0.05.

Peroxisome proliferator-activated receptors-« DNA-binding
activity in LPS-stimulated skin explants nuclear extracts

No modulation of PPAR-o. DNA-binding activity was obtained
with LPS, at any incubation time (3, 6 or 24 h), as compared with
the Ctrl medium (P > 0.05; Fig. 3).

Real-time quantitative RT-PCR analysis of peroxisome
proliferator-activated receptors-a in LPS-stimulated skin
explants

Peroxisome proliferator-activated receptors-« mRNA level was sig-
nificantly inhibited only after a 24-h incubation with LPS (inhibi-
tion factor = 0.69 + 0.15; P < 0.01; Fig. 4a).
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Figure 3. Zinc gluconate modulates nuclear peroxisome proliferator-activated
receptors-a (PPAR-2) activity in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated inflammatory
skin. DNA-binding activity of nuclear-extracted PPAR-x in skin explants, after
incubation with Dulbecco’s modified Eagle’s medium alone (Ctrl) or LPS for 3, 6 or
24 h, with zinc gluconate alone for 24 h (Zn), or with a 24-h preincubation with
zinc gluconate before LPS addition for 3, 6 or 24 h. Values are expressed as
means + SD (n = 6). OD, optic density; *P < 0.05; **P < 0.01.

Modulation of peroxisome proliferator-activated receptors-o
expression by zinc gluconate in skin explants

The 24-h incubation with zinc (Zn) gluconate did not modulate
PPAR-u expression in the epidermis of non-inflammatory skin ex-
plants, as compared with the Ctrl medium (P > 0.05; Figs 1 and
2). Furthermore, the 24-h preincubation with Zn gluconate did
not significantly modulate the LPS-induced PPAR-o expression in
the epidermis of skin explants (P < 0.05).

Peroxisome proliferator-activated receptors-« DNA-binding
activity modulation by zinc gluconate in skin explants
nuclear extracts

After a 24-h incubation of non-inflammatory skin explants with
zinc gluconate, no modulation of PPAR-¢ DNA-binding activity
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Figure 4. Peroxisome proliferator-activated receptors-x (PPAR-x) MRNA expression
is modulated by zinc gluconate in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated skin explants.
PPAR-z mRNA relative expression after incubation with LPS for 3, 6 or 24 h, with
zinc gluconate alone for 24 h (Zn), or with a 24-h preincubation with zinc
gluconate before LPS addition for 3, 6 or 24 h, as compared with the basal level
(Ctrl), which was considered as 1. Values are expressed as means + SD (n = 6).
*P<0.05. **P< 0.01.

was obtained, as compared with the Ctrl medium (P > 0.05;
Fig. 3). However, a 24-h preincubation with zinc gluconate signifi-
cantly increased PPAR-o0 DNA-binding activity in LPS-stimulated
skin explants, as compared with LPS-stimulated explants without
preincubation with zinc gluconate (1.55 + 0.27-1.89 + 0.09;
P < 0.01; Fig. 3).

Real-time quantitative RT-PCR analysis of zinc gluconate
modulation of peroxisome proliferator-activated receptors-a
in skin explants

A 24-h incubation with Zn alone did not significantly modulate
PPAR-o mRNA level, as compared with the Ctrl medium
(P > 0.05; Fig. 4a). However, a preincubation with zinc gluconate
significantly increased PPAR-a mRNA level in LPS-stimulated skin
explants for 6 and 24 h, as compared with LPS alone (induction
factor = 3.24 + 1.50 after 6h, and 2.67 +1.58 after 24 h;
P < 0.01; Fig. 4b).

Discussion

In this study, we found that PPAR-o was constitutively expressed
in all the layers of the epidermis of normal non-inflaimmatory skin
explants, especially in the basal layer. Zinc gluconate increased
PPAR-o0 mRNA synthesis and DNA-binding activity in the epider-
mis of LPS-induced inflammatory skin explants, without signifi-
cantly modulating PPAR-o epidermal protein expression.

Peroxisome proliferator-activated receptors-a is expressed by
human keratinocytes, sebocytes, hair follicles, basal cells of
sebaceous glands, reconstructed skins and in foetal mouse skins
(27-30). To our knowledge, no study has shown to date a prefer-
ential PPAR-u basal localization in the epidermis, both in normal
and in stimulated skins. With regard to PPAR-u intracellular
localization, it has been observed that PPAR-o can have both a
cytoplasmic and a nuclear localization, corresponding respectively
to its inactive and active forms, this last one resulting from the
translocation of the inactive form into the nucleus where it can
act as a transcription factor (29).

In addition to its regulatory roles on the differentiation, prolif-
eration, apoptosis and lipid metabolism, PPAR-« has also been
reported to inhibit inflammation. Indeed, PPAR-a inhibits the
inflammatory response in aortic smooth muscle cells (31). PPAR-
o agonists reduce the duration of leukotriene B4 or arachidonic
acid-induced inflaimmatory response in PPAR-o knockout mice,
whereas inflammation is prolonged in non-treated mice (32). This

anti-inflammatory effect is due to the fact that PPAR-o can antag-
onize NF-kB and AP-1 signalling pathways by physically interact-
ing with p65 and c-Jun (11,33) and by inducing the inhibitory
protein IxBo gene transcription (34).

Lipopolysaccharide, which is a major component of the outer
membrane of Gram-negative bacteria, is considered as a reference
pro-inflammatory substance (35). Studies have shown that LPS-
induced inflammation suppresses PPAR-o expression both in
mouse liver and in lung (36,37). In this study, we demonstrated
that LPS stimulation decreased PPAR-o transcription in human
skin explants, while its cytoplasmic protein expression was
increased without changing its functional activity. According to
these findings, LPS may induce a recycling mechanism of the
PPAR-o nuclear form into a cytoplasmic form, leading to PPAR-o
protein accumulation in the cytoplasm of the keratinocytes, this
protein becoming detectable by our immunostaining technique.
Then, inflammation may suppress PPAR-a synthesis and function
in human skin explants, in a similar manner than shown previ-
ously in mouse liver and lung (36,37). Thus, the stimulation of
skin explants by LPS may induce a negative feedback mechanism
on PPAR-u synthesis and induce the accumulation of its inactive
form, in order to prevent PPAR-« to play its anti-inflammatory
role.

In proteins containing zinc finger domains, such as nuclear
receptors, zinc element coenzyme function may explain zinc glu-
conate-induced PPAR-o mRNA synthesis and DNA-binding activ-
ity observed in LPS-stimulated skin explants. A link between zinc
and PPAR-o has been reported in few studies. Indeed, zinc is
required for the anti-inflammatory properties of PPAR-« agonists
in porcine vascular endothelial cells (23). The authors hypothe-
sized that zinc might contribute to the PPAR-retinoid X receptor
protein complex assembly and stability. In vivo, it was demon-
strated that zinc leads to increased PPAR-u protein expression in
human monocytic leukaemia THP1 and endothelial cells (25).
Finally, a zinc supplementation in a mouse alcohol-induced stea-
tosis model induces PPAR- mRNA synthesis and increases
PPAR-o. DNA-binding capacities (24).

In our study, we showed that zinc gluconate increased PPAR-o
mRNA synthesis and DNA-binding activity in the epidermis of
LPS-induced inflammatory skin explants. Surprisingly, we noted
that a zinc gluconate preincubation did not upregulate PPAR-o
protein expression in LPS-stimulated skin explants. This discrep-
ancy may be explained by the nuclear translocation of PPAR-
a-synthesized proteins and their activation as transcription factors.
Thus, PPAR-« protein, acting as a DNA-binding transcription fac-
tor, may undergo conformational changes and become undetect-
able by an immunostaining technique. Thus, our results indicate
that, in the epidermis, zinc may both increase PPAR-a transcrip-
tion factor capacities, in a cofactor-like way, and stimulate PPAR-
o synthesis.

It is interesting to note that zinc can be used in clinical prac-
tice to treat inflammatory skin disorders. Indeed, zinc gluconate
has been proven to be more efficient than placebo in inflamma-
tory acne (15) and in hidradenitis suppurativa (16) (30 and
90 mg zinc element/day, respectively). The efficiency of zinc-
based treatment has also been reported in other inflammatory
diseases, such as recurrent furunculosis and erosive pustulosis of
the scalp (38,39). Acne is probably the skin disease in which
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PPAR-o has been the most studied. Indeed, PPAR-o is an impor-
tant sebocyte regulator, these cells being essential in acne patho-
genesis. PPAR-o also regulates sebocyte differentiation (8),
protects sebocytes from apoptosis (40) and regulates sebaceous
lipogenesis (8,30). Moreover, PPAR-o is activated in P-squalene-
induced inflammation in keratinocytes (41). To our knowledge,
no work has previously reported any PPAR-o expression or activ-
ity in acne, hidradenitis suppurativa or other inflammatory skin
disease lesions, as compared with normal skins. In inflammatory
dermatoses, PPAR-o upregulation in response to zinc treatment
may contribute to reduce skin inflammation and proliferation,
and to stimulate keratinocyte apoptosis and differentiation as well
as skin barrier homoeostasis.

In conclusion, in human skin explants, LPS seems to induce a
negative feedback mechanism on PPAR-o synthesis. Besides,
PPAR-« appears as a new target of zinc gluconate in inflammatory
skin disorders. Thus, it would be of interest to test in vivo the

Zinc gluconate and PPAR-u |

effects of the combination of oral or topical zinc gluconate with
topical PPAR-a agonist in inflammatory skin disorders, to investi-
gate whether PPAR-« agonists would enhance zinc gluconate clini-
cal efficiency.
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V- Deuxiéme partie :

hBD-2 et psoriasine : deux molécules de I'immuniténnée,

nouvelles cibles du gluconate de zinc

A- Objectifs

L'objectif principal de ce travail était d’étudieun possible effet modulateur du
gluconate de zinc sur I'expression des peptidesmammbbiens hBD-2, hBD-4 et
psoriasine, ainsi que de I'lL-8, dans des explarutanés stimulés par le LPS,

représentant un modele de dermatose inflammadgikevo

B- Méthodoloqgie

Nous avons utilisé des explants cutanés de peaa gae nous avons incubés pendant
3, 6 ou 24 heures, en présence de LPS ou de méigy comme contréle négatif. Afin
d’étudier les modulations induites par le glucordgezinc, certains explants étaient pré-
incubés pendant 24 heures en présence de gluatmatec, avant d'étre stimulés par le
LPS. Ensuite, I'expression épidermique de hBD-2DhBet de la psoriasine était
analysée en IHC, leur sécrétion extracellulairegra des techniques d’ELISA, et leur

expression d’ARNm grace a la réalisation d’'une qRIOR.

C- Article

Les résultats de cette étude sont présentés @-amés forme d’'un second article

soumis pour publication daf$ie European Journal of Dermatology.
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Abstract

Background. Antimicrobial peptides (AMPs) are a large family peptides implicated in innate
immunity, especially in the epidermis. Zinc glucttméhas been proven to be efficient to treat
inflammatory dermatoses, such as acne vulg@lgectives. The aim of our work was to determine
whether AMPs could be new targets of zinc glucotiaatment in inflammatory dermatosésaterial

and Methods. To test this hypothesis, we used an ex vivo Lipygsccharide (LPS)-induced
inflammatory skin explant model, with or withouiheigluconate pretreatment. We evaluated hufran
defensin-2 (hBD-2), humafi-defensin-4 (hBD-4) and psoriasin protein exprassamd release by
immunohistochemistry and ELISA, as well as mRNAression level by quantitative PCResults.We
found that hBD-2 and psoriasin mMRNA expressionlea@ad hBD-2 extracellular release, but not hBD-4
expression and release, were significantly upregdlay zinc gluconate in LPS-stimulated inflammsgator
skin explantsConclusion. These results suggest that hBD-2 and psoriasin beaiwvo main targets of

zinc gluconate, involved in its anti-inflammatorstigity in dermatoses.
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Introduction

Skin is a major defence barrier against microbfalllenges. Besides the mechanical barrier roldef t
stratum corneum, the epidermis can fight againsading microbes, by producing and releasing
antimicrobial peptides (AMPs) which are small pées representing an ancestral mechanism of the host
defence. AMPs have direct antimicrobial propertidwough the formation of pores in bacterial
membranes (1), and are also involved in the adinadf the immune defence, because they are direct
pro-inflammatory agents. They act as chemotactentgyattracting neutrophils, helper and memory T
cells, and immature dendritic cells into the inflaatory site, and also activate neutrophils and
keratinocytes to produce inflammatory cytokines5)1-The AMPs family includes the humdgh
defensins (hBDs), cathelicidins and psoriasin (&lsmvn as S100A7 protein).

hBDs and psoriasin are synthesized by distincthep#, including the epidermis, where they are
produced by the keratinocytes (6,7). hBD-2 andipsor have been found in the normal epidermis (8,9)
while hBD-4 expression is still matter of debateghwcontradictory studies (10,11). Nevertheless,
keratinocyte hBD-2, hBD-4 and psoriasin synthesas been described to be directly inducible by
pathogensyia direct contact or soluble factors, or by pro-inflaatory cytokines such as Tumor
Necrosis Factotrand Interleukin (IL)-$ (7,10,12). Recent studies highlighted the abemaptession of
AMPs in inflammatory dermatoses such as psoriasigic dermatosis, hidradenitis suppurativa an@ acn
vulgaris (13-15). These studies confirmed thatattormal regulation of the innate immune systeanis
important pathogenic pathway in such diseases.

Zinc gluconate is effective to treat several infltaatory dermatoses. Indeed, it has been reportbe to
more efficient than placebo in moderate inflammatacne vulgaris (16). It has also been showed to
decrease lesion number and intensity in a non-gliedr pilot-study comprising 22 patients presenting
hidradenitis suppurativa (17). Few studies repodduhk between AMPs expression and zinc levels. A
study has reported that hBD-2 and hBD-4 proteirelewere very low in hidradenitis suppurativa
lesions, this pathology being associated with daciedf the cutaneous innate immunity (18). In this
study, a three-month treatment with zinc glucona#es shown to significantly increase hBD-4 in vivo
expression in the epidermis of lesionnal hidrademitippurativa skin. In parallel, psoriasin is kmotg

have a zinc-binding motif which could be importanpsoriasin-induced bactericidal activity (7,19,20
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In this context, the aim of our work was to evatuatether zinc gluconate was able to modulate hBD-2
hBD-4 and psoriasin expression in inflammatory skéing Lipopolysaccharide (LPS)-stimulated skin

explants as a model.

Materials and Methods

Bacterial extracts. Commercial LPS extracted fromEscherichia coli 0111:B4(Sigma-Aldrich, St
Quentin Fallavier, France) was reconstituted ingphate-buffered saline. LPS was diluted in Dulb&cco
modified Eagle medium (DMEM; Sigma-Aldrich) to adil concentration of 1 pg/mL and incubated with
skin explants.

Trace element. Zinc gluconate (Labcatal, Montrouge, France; 15 nmpe gluconate = 2 mg zinc
element) was diluted in DMEM to a final zinc contration of 1ug/mL.

Healthy skin explants. Normal human skin explants - an ex vieondition modelling the in vivo
situation - were obtained from surgical samplesheélthy skin donors undergoing abdominoplasty,
gynecomastia surgery or thigh lifting, from the fRia Surgery Departments of Nantes University
Hospital and Nantes Jules Verne Private Hospitar(&e). All patients provided their written, infoedh
consent. The study was conducted according to timeiples of the Declaration of Helsinki, and the
Medical Ethical Committee of Nantes University Hitgpapproved all described studies.

Skin explants technique.Skin punches (4 mm diameter) from 6 healthy doncossidered as a healthy
skin model, were incubated at 37°C in a moist aphesee in the presence of 5% £for 3 or 6 hours in
DMEM alone (used as control) or supplemented withgimL LPS. To evaluate zinc effects, several
explants were pre-incubated witlu@/mL zinc gluconate for 24 hours and then incub&bed or 6 hours
with LPS and zinc gluconate, both at a final comion of 1ug/mL. After the incubations, the explants
were removed from the culture medium. Three explavgre used for each independent condition: two
were frozen at -80°C, and one other was immedigtetjormed for RNA extraction. For each donor, two
explants were directly frozen at -80°C, without ngei incubated, to be performed for
immunohistochemistry technique only, as normal skiplants.

Immunoperoxidase. Immunohistochemistry was performed using the sirggin/peroxidase technique
as previously described (21). We used frozen sestifum thick) of skin explants. Monoclonal primary

antibodies for hBD-2, hBD-4 and psoriasin (Abcaman3rancisco, California) were deposited on the
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slides for 18 hours at 4°C in a humid environménelevant mouse 1gG antibody was used as a negativ
control.

Microscopy and scoring.Slides were read using a Leica microscope (Leicarddiystems, Nanterre,
France), and photographs were taken with a digitd® Camera D70S (Nikon, Champigny-sur-Marne,
France). All exposures were done for the same idmatising the same luminosity and magnification
(x25). Two independent observers, who were unawérthe tissue source or incubation conditions,
scored labelling intensity within the epidermisbkdling intensity was scored on a five-point scalell
labelling (0), very weak labelling (1), weak lalidl (2), moderate labelling (3), strong labellid,(and
very strong labelling (5).

Enzyme-linked Immunosorbent assays (ELISA).To determine hBD-2, hBD-4, psoriasin and IL-8
release in skin explant supernatants, the cultwedianwas harvested after 3 or 6 hours of cultuek an
stored at -80°C until assayed. Before proceedinthé¢oassays, culture supernatants were centrifaged
7000 rpm during 10 minutes to remove any celludaidue. The released concentration of hBD-2, hBD-
4, psoriasin and IL-8 in the explant supernatargsewmeasured using human BD-2 and human BD-4
mini ELISA development kits (Peprotech, Neuilly-ssgine, France), Circulex S100A7/Psoriasin ELISA
Kit (MBL, Clinisciences, Nanterre, France) and hunila-8 ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience, Paris,
France), according to the manufacturer’s instrigtidAll samples were assayed in duplicates.

Real-time quantitative reverse-transcription PCR.Skin explants were crushed in 1mL Trizol Reagent
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) with an Ulliarax T25 homogenizer (IKA, Staufen, Germany).
mRNA extraction was performed using the RNeasy Miti (Qiagen, Courtaboeuf, France). mRNA
concentrations were evaluated using a Nanodroprfit&cientific, lllkirch, France) and RNA integrity
using Agilent technology (Agilent Technologies, MgasFrance). Reverse transcription was performed
using 1ug of total RNA and relative quantification of hBD-BBD-4, psoriasin, I1L-8 and HPRT
(housekeeping gene) expression was performed usilgime PCR, with the corresponding TagMan
probes (TagMan gene expression assays; Appliedy&®ess, Courtaboeuf, France) and 20 ng of
complementary DNA samples, in a Mx3005P appar@traiagene, Lyon, France). Thermal cycling was
at 50°C for 2 minutes and 95°C for 10 minutes,ofetd by 45 cycles at 95°C for 30 seconds and 60°C
for 1 minute. PCR efficiency was determined usiotalt RNA obtained from a stimulated keratinocyte

cell line (as a positive control for hBD-2), nornestis (as a positive control for hBD-4), HaCaTl liee
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(as a positive control for psoriasin), THP1 monaxgell line (as a positive control for IL-8), permed

in parallel to plot the standard curves for hBORBD-4, psoriasin and IL-8. Mean threshold cycle JCT
values from duplicate PCRs were normalized to n@amwvalues for the housekeeping gene (HPRT) from
the same complementary DNA preparations. The velakpression ratio of a target was calculated on
the basis of the PCR efficiency (E) and CT deviatetween a given skin sample (x) and non-stimdlate
skin samples (calibrator), expressed in comparisitn HPRT: ratio = ((E hBD-2)T "BP-2(calirator>y;

HP RT)ACT HPRT(calibrator»?_

Statistical analysis. Protein expression levels (immunohistochemistry)l asleases (ELISA) were
expressed as the means + SD. For mRNA analysis, AnfRitive expressions were expressed as the
means + SD reported to the basal level (Ctrl) erltRS-induced level (LPS) for each incubation tifhe.
determine differences between all experimental gsdiCtrl, LPS, zinc+LPS), a Mann-Whitney test was
performed. The significance of the stimulating effeof LPS as compared to controls and the efféct o

zinc preincubation on LPS stimulation as compaoeldRS alone, were all assessed at a p<0.05 value.

Results

Immunohistochemical analysis: protein level

hBD-2, hBD-4 and psoriasin were expressed overetitee epidermis including the basal cells, supra
basal layers and stratum corneum in normal nonbiatad skin explants (Fig.1).

In 3-hour LPS-incubated skin explants (called 3rhinflammatory skin explants ISE), hBD-2 expression
was increased over the entire epidermis as compgargchour DMEM-incubated skin explants (called 3-
hour control skin explants CSE) (p<0.05; Fig.2a).modulation of the different proteins was note@4in
hour ISE as compared to 6-hour CSE (Fig.2).

A 24-hour preincubation with zinc gluconate (Zn)3hour ISE did not induce any modulation of the 3
proteins. A 24-hour Zn preincubation of 6-hour ISEnificantly decreased hBD-2 and psoriasin
expression in the epidermis as compared to 6-t®Eralone (p<0.05; Fig.2a and c).

Quantitative real-time RT-PCR analysis

hBD-4 mRNA was not detected in any condition (dadshown).

In 3-hour ISE, IL-8 mRNA levels were significantlgicreased as compared to 3-hour CSE (p<0.01;

Fig.3). In 6-hour ISE, both psoriasin and 1L-8 mRN&els were significantly increased as compared to
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6-hour CSE (p<0.05 for psoriasin; p<0.01 for ILF8g.3).

A 24-hour Zn preincubation of 3-hour ISE signifitlgrincreased hBD-2 and psoriasin mRNA expression
levels as compared to 3-hour ISE alone (p<0.01;3FigA 24-hour Zn preincubation of 6-hour ISE
significantly increased psoriasin and IL-8 mMRNA mgsion levels as compared to 6-hour ISE alone
(p<0.01; Fig.3).

Release in culture supernatants (ELISA technique)

hBD-4 protein release was not detected in any rukupernatants (data not shown).

LPS-incubation induced only a significant increast.-8 release in both 3- and 6-hour ISE as coragar
to CSE (p<0.01; Fig.4c).

A 24-hour Zn preincubation of 3-hour ISE led toignfficant increase in hBD-2 and IL-8 release as
compared to 3-hour ISE alone (p<0.05 for hBD-2, .p40for IL-8; Fig.4a and c). A 24-hour Zn
preincubation of 6-hour ISE induced only a siguifit increase in hBD-2 release as compared to 6-hour

ISE alone (p<0.01; Fig.4a).

Discussion

Firstly, our study confirmed that hBD-2 and psanasere expressed at the protein level on all dyeis

of the epidermis, as it has previously been desdr{i1,22,23).

Secondly, we showed that LPS modulated AMPs eximesBideed, LPS incubation led to significantly
increase hBD-2 epidermal protein expression lemdl@soriasin mMRNA expression level. To confirm the
validity of our inflammatory model, we checked timedulation of IL-8, a well-known pro-inflammatory
cytokine and confirmed an increase in its mMRNA espion level and protein release in LPS-stimulated
skin explants, as previously described in keragiex (24,25). Although this modulator does not
perfectly recreate a pathological inflammation, cwencial LPS was chosen because of its well-known
pro-inflammatory properties, in particular throughe activation of distinct Toll-like receptors in
keratinocytes (26).

The results we obtained with explants were in agerg with previous results showing that LPS induces
the expression of the protein hBD-2 in the skin)(23imilarly, hBD-2 has been reported to be
overexpressed in vivo in the epidermis of acne anidglesions (13,28). Interestingly, we did notnitify

any modulation of hBD-2 mRNA expression level ootpin release by LPS whereas we observed
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increased protein expression levels at 3 hourss @én be explained by the fact that hBD-2 mRNA may
be modulated earlier than at 3 hours, which iditseincubation duration used in our model. Condrg
hBD-4, its expression in the normal epidermis isated (10,11). In our study, we did not show aniphB

4 mRNA expression and protein release in normaliaft@mmatory skins. At the protein level, we noted
an epidermal expression of hBD-4 in each conditeggesting a lack of specificity of the antibody.
While in lung tissue hBD-4 has been shown to beditgle by LPS (29), we did not note any modulation
of hBD-4 expression or release with LPS in the sRisoriasin has been reported to be overexpressed i
hidradenitis suppurativa lesions (15), and to lwlired in abnormal follicular hyperkeratinizatio80).
LPS has previously been described to stimulateigsior mRNA expression in keratinocyte cell lines
(31), which is in accordance with our results afedi with skin explants. However, LPS did not motiila
psoriasin epidermal protein expression level ardase in our study, which may be explained by
insufficient LPS concentration or incubation duvati

As regards zinc gluconate, we demonstrated that-#B® not a target of zinc. We did not note any
modulation of this AMP at any level (MRNA and piiatexpression or release). Concerning hBD-2 and
psoriasin, we demonstrated that in LPS-stimulated explants, zinc gluconate increased both hBD-2
and psoriasin at the mRNA expression level andliditeon stimulated hBD-2 release.

Zinc gluconate is efficient in clinical practice toeat some inflammatory skin disorders, such as
inflammatory acne vulgaris (16). It as also beescdbed to be efficient in case reports concerning
patients presenting hidradenitis suppurativa, mectrfurunculosis or erosive pustulosis of the cal
among others (17,32). Zinc salts have specific-iafilimmatory properties, especially as cofactoks o
many coenzymes, mainly as regulators of the inmateunity (32). For instance, zinc salts have been
demonstrated to inhibit granulocyte chemotaxis (88)implicated in Natural Killer cell and keratoyte
activation (34,35), increase integrin expressiodifferentiated keratinocytes (36) and modulateTh#-

like receptors (TLRs) and proinflammatory cytokime&eratinocytes (18,21).

A link between zinc gluconate afiddefensin expression was only reported once prelyan an in vivo
study on hidradenitis suppurativa (18), revealimgt a three-month treatment with zinc gluconatetted
increased hBD-4 epidermal protein expression leirelgsional hidradenitis suppurativa skin, whereas
hBD-2 and hBD-4 protein basal expression was lowhis pathology. In our model, zinc gluconate was

not able to modulate hBD-4 expression, althougternihanced hBD-2 mRNA expression level and
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extracellular release. It has already been desttitet different zinc gluconate concentrations icalice
distinct effects on apoptosis and on the regulatibthe epidermis innate immunity, in a dose-dejgaihd
way (18). The zinc-induced enhanced hBD-2 expres#iat was found in our model may be explained
by the modulation of TLRs, as it was described idrddenitis suppurativa (18), and a consecutive
activation of signaling pathways, such as fB-pathway, by zinc gluconate.

Psoriasin has a zinc-binding motif (19). Its antirabial activity is known to be zinc sensitive ands
hypothesized that zinc sequestration by psoriasinldviead to bacterial killing (7,20). Indeed, zinc
sulfate-pretreated psoriasin has shown diminish&dnérobial activity againsEscherichia coli(20).
Conversely, our work demonstrated that, in LPS-gkited inflammatory skin explants, zinc gluconate
was able to increase psoriasin mMRNA synthesis, lwk@ems to be paradoxical. Nonetheless, this zinc-
induced increased mRNA expression level was natcésted with enhanced psoriasin epidermal protein
expression and release, which may be explainedbtytpaductional regulations of the protein. Thasijt
has been described for hBDs, the use of distimzt gluconate concentrations and distinct experiaient
conditions may induce distinct effects on psoriasipression and activity.

In conclusion, our work showed that hBD-2 and pssin, two markers of the cutaneous innate immunity,
are modulated by zinc gluconate and can play a mraje in the anti-inflammatory activity of zinc

gluconate treatment in different cutaneous pathegguch as acne and hidradenitis suppurativa.
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Figures and legends

Figure 1. Ps in normal skin explants. Detection of hBD2 (a), hBD-4 (b) and psoriasin (c
expression over the entire height of the epideohisormal non-incubated skin explants.
(Magnification x25). Bar = 3am.
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Figure 2. Zinc gluconate modulates the epidermal protein exmssion of hBD-2 and psoriasin, but

not hBD-4, in LPS-stimulated skin explants.hBD-2 (a), hBD-4 (b) and psoriasin (c) epidermal
expression in skin explants, after incubation VifiIEM alone (Ctrl skin explants CSE) or LPS (LPS-
incubated inflammatory skin explants ISE) for 36ohours or 24-hour zinc gluconate (Zn)-preincubated
ISE. Epidermal protein expression in ISE was comgao CSE, and epidermal protein expression in Zn-
preincubated ISE was compared to ISE, for eachbation time. Values are expressed as the means +

SD (n=6). *, p<0.05.
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Figure 4. Zinc gluconate modulates the release of hBD-2 and.48, but not psoriasin in LPS-
stimulated skin explants.hBD-2 (a), psoriasin (b) and IL-8 (c) concentraianeasured in skin explant
supernatants, after incubation with DMEM alone (E8ELPS (ISE) for 3 or 6 hours, or 24-hour Zn-
preincubated ISE. Protein release in ISE supertataas compared to CSE, and protein release in Zn-
preincubated ISE supernatants was compared toftBEach incubation time. Values are expressed as

means + SD (n=6). *, p<0.05; ** p<0.01.
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D- Résultats complémentaires

Les résultats obtenus pour les durées d’incubai®4 heures par le milieu seul, le
LPS et le zinc seul sont présentés ci-aprés. Rai ge clarté, il a été choisi de ne pas
présenter ces données dans l'article. Pour lesedutincubation de 24 heures, aucune
sécrétion d’hBD-4 dans les surnageants de culhiraucune expression de ’ARNm

d’hBD-4 n’ont été retrouvées.

hBD-2

Labeling intensity

Ctrl 24 hours
LPS 24 hours

Zn 24 hours
Zn 24 hours +
LPS 24 hours

hBD-4

Labeling intensity

Ctrl 24 hours
LPS 24 hours

Zn 24 hours
Zn 24 hours +
LPS 24 hours

Psoriasin

Labeling intensity

Ctrl 24 hours
LPS 24 hours

Zn 24 hours
Zn 24 hours +
LPS 24 hours

c.

Figure 5. Expression de hBD-2(a), hBD-4(b) et dpedariasine(c) dans I'épiderme des explants cutanés
en IHC, aprés incubation dans le milieu seul (Cté)LPS ou le Zn pendant 24 heures, et avec uie pr
incubation de 24 heures par le Zn avant ajout d& lpendant 24 heures. (n=6 ; * p<0,05).
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Figure 6. Concentrations en hBD-2(a), psoriasine@)IL-8(c) dans les surnageants de culture des
explants cutanés en ELISA, aprés incubation dammilieu seul (Ctrl), le LPS ou le Zn pendant 24
heures, et avec une pré-incubation de 24 heuredepzn avant ajout de LPS pendant 24 heures. (n=6 ;

p>0,05).
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Figure 7. Expression de 'ARNm de hBD-2 (noir),ldepsoriasine (blanc) et de I'lL-8 (gris) dans les
explants cutanés en gRT-PCR, aprés incubation @anslieu seul (Ctrl), le LPS ou le Zn pendant 24
heures, et avec une pré-incubation de 24 heuredepan avant ajout de LPS pendant 24 heures. (n=6 ;

*p<0,05 ; **p<0,01).
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Discussion

Nous discuterons tout d’abord du modéle expérimentiisé dans notre travail.
Ensuite, nous discuterons les résultats obtenuspes intéressant en premier lieu aux
modulations induites sur I'expression et I'activité PPARea, puis a celles induites sur

I'expression des peptides antimicrobiens, par i#érdnts modulateurs étudiés.

I- Le modeéle et les méthodes utilisés

A- Le modele utilisé : intéréts et limites

Nous avons utilisé un modele de dermatose inflamingatecrééex vivq grace a une
stimulation par le LPS d’explants cutanés issudaleeurs sains.

Ce modeéle nous a permis de réaliser une étudelgldbd’épiderme et du derme, car il
contient tous les types cellulaires de ces coudtesla peau, notamment des
kératinocytes a tous les stades de différencia@onyespectant leurs interactions et
également les échanges survenant au niveau dentdiojp dermo-épidermique.
L’explant cutané est le modele expérimental cuténéplus proche de ih vivo
(Lebonvallet et al., 2010), mais il ne permet cejagh pas une étude stricte de la
physiologie kératinocytaire. Pour ce faire, un niede@ vitro de kératinocytes en
monocouches aurait été plus adapté, mais a cantibrie nous aurait pas permis de
réaliser une étude de I'épiderme et du derme dansntégralité, avec tous les types et
les interactions cellulaires.

Du fait de la grande variabilité génétigue et deégerd facteurs intrinséques et
extrinseques pouvant modifier la structure et kam$pde la peau d'un individu, le
modéle de I'explant cutané induit une certaine rognéité entre les donneurs. Ceci
explique probablement que, dans notre étude, lauvalles écart-types soit parfois

importante.
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B- Les modulateurs

Les explants ont été stimulés par le LPS, qui estamposant majeur de la paroi
cellulaire de la plupart des bactéries Gram négsatiet qui est considéré comme une
des substances proinflammatoires de référence riekad et al., 1975). Bien que ce
modulateur ne recrée pas parfaitement une inflaromgiathologique, le LPS permet
néanmoins d’'induire une inflammation large et glebdans la peau. En effet, le LPS
commercial active des TLRs distincts au niveau ldgatinocytes, a savoir le TLR-2,
mais également le TLR-4 (Kawai et al., 2002).

Afin de recréer de maniére la plus fidele possiigpact d’'un traitement par zinc dans
une dermatose inflammatoire, nous avons utilisé om&hode de pré-incubation
pendant 24h des explants cutanés avec le Zn, dlindtire une inflammation avec le
LPS. Les durées d’incubation par les différents ntatéurs ont été choisies en fonction
de l'expérience du laboratoire, reposant sur plusieétudes précédentes sur les
mécanismes d’action du zinc dans linflammationacée (Tenaud et al., 1999;
Jarrousse et al., 2007; Isard et al., 2011).
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ll- Premiére partie :

Le gluconate de zinc active PPARx

dans I'épiderme stimulé par le LPS

Dans notre travail, nous avons constaté que PRA&R:t exprimé de facon constitutive
dans toutes les couches de I'épiderme de la peamat® non-inflammatoire, et
particulierement dans la couche basale. Par asllemous avons démontré que le
gluconate de zinc augmentait la synthése de I'ARNMPPAREe, ainsi que son activité
de liaison a I'ADN, dans les explants cutanés inffeatoires stimulés par le LPS, sans

moduler son expression protéique cytoplasmique.

A- Modulation de PPAR-o dans les dermatoses inflammatoires

On sait que PPAR-est exprimé par les kératinocytes et les sébodytesains, les
follicules pileux, les cellules basales des glansi&sacées, les peaux reconstruites et
dans les peaux de feetus de souris (Rivier et @8;1Michalik et al., 2001; Alestas et
al., 2006; Trivedi et al., 2006). A notre connaigss aucune étude n'a montré a ce jour
comme la nétre, de localisation préférentielle aeiotéine PPAR: dans la couche
basale de I'épiderme, a la fois dans des peauxatesnet inflammatoires. En ce qui
concerne la localisation intracellulaire de PP&ARF a été rapporté que PPARavait
soit une localisation cytoplasmique, soit une Isedion nucléaire, correspondant
respectivement a des formes inactives et activeBRIER«, la forme active résultant
d’une translocation de la forme inactive dans Igamoet de son activation pour pouvoir
jouer son role de facteur de transcription (Alestaal., 2006).

Outre son role dans la régulation du métabolismiditjue, de la différenciation, de la
prolifération et de I'apoptose, PPARa également été montré comme pouvant avoir un
potentiel anti-inflammatoire. En effet, on saitamiment que PPAR-inhibe la réponse
inflammatoire dans les cellules musculaires lissediques (Staels et al., 1998). De
plus, I'activation de PPAR:- permet de réduire la durée de la réponse inflamineat

induite par le leucotriénes B4 ou l'acide arachigoa chez la souris normale, alors que,
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chez la souris knock-out pour PPAR-linflammation est nettement prolongée
(Devchand et al., 1996). Cet effet anti-inflammegoest diG au fait que PPARest
capable d’antagoniser les voies de signalisatioNile€B et d’AP-1, par une interaction
directe protéine a protéine avec les protéinesgh@sJun et en induisant la transcription
du géene de la protéine inhibitriceB (Delerive et al., 1999a, 1999b, 2002).

A T'heure actuelle, des études ont démontré qudldinmation induite par le LPS
supprimait I'expression de PPAR-a la fois dans le foie et dans les poumons dessou
(Tai et al., 2003; Becker et al., 2008). Dans nétxgde, nous avons démontré que la
stimulation d’explants cutanés normaux par le LitGirtuait la transcription de PPAR-
a, tandis que son expression protéique cytoplasmi@tet augmentée, sans
modification de son activité fonctionnelle. Cesutéss nous amenent a penser que le
LPS pourrait induire un mécanisme de recyclageaderme nucléaire active de PPAR-
a en une forme cytoplasmique inactive, conduisaia@umulation de la protéine
PPARa dans le cytoplasme des kératinocytes, devenams alétectable par la
technique d'IHC employéeAinsi, l'induction d’'une inflammation dans la peserait
capable de réprimer la synthese et la fonctionPl&RPa, d'une maniere similaire a ce
qui a déja été décrit dans le foie et les poumensodiris Tai et al., 2003; Becker et al.,
2008. La stimulation des explants cutanés par le LiRisirait donc un mécanisme de
rétroaction négative sur la synthése de PRARboutissant a I'accumulation de sa
forme inactive dans le cytoplasme cellulaire, afempécher PPAR-de jouer son role

anti-inflammatoire.

B- Modulation de PPAR-a par le gluconate de zinc

Il est bien connu que I'élément zinc possede unmitante fonction de coenzyme de
nombreuses protéines, notamment celles contenanti@®aines en « doigt de zinc »
(zinc-finger domains), tels que les récepteurséaicts. C’est cette fonction coenzyme
qui pourrait expliquer l'action stimulatrice du ghnate de zinc sur la synthése de
I'ARNmM et sur l'activité de liaison a I'ADN de PPARqui a été observée dans des
explants de peau pré-incubés par le gluconate rae piis stimulés par le LPS, dans

notre travail.
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Des liens entre zinc et PPARent été rapportés dans quelques études. Dandiu&ece
vasculaire endothéliale, les PPARs sont connus @enir un réle protecteur contre les
altérations et linflammation de I'endothélium caos I'athérosclérose. Dans les
cellules endothéliales porcines, il a été montré lguprésence de zinc était nécessaire
pour permettre l'activation de PPAd&R- afin qu’il joue son rble protecteur de
I'athérosclérose (Reiterer et al., 2004). Les astee I'article suscité ont supposé que le
zinc pouvait contribuer a lI'assemblage et la stabdu complexe protéiqgue PPAR-
RXR. In vivo, il a également été démontré que laczconduisait a augmenter
I'expression de la protéine PPARdans les lignées de cellules THP1 (Human acute
monocytic leukemia cell line) et les cellules vdames endothéliales humaines (Bao et
al., 2010). En outre, PPAR-est I'un des facteurs de transcription impliquéasdéa
pathogénese de la stéato-hépatite alcoolique. tge &'est donc intéressée a I'impact
d’une supplémentation en zinc dans un modele nugistéato-hépatite alcoolique, et il
a été démontré que cette supplémentation permiétiditction de la synthése d'/ARNm
de PPARea et de ses capacités de liaison a 'ADN (Kang .e2809). Il apparait donc
que, dans tous les tissus suscités, le zinc pafiauegmenter les capacités de facteur de
transcription de PPAR; probablement en agissant comme un cofacteur, mais
également de stimuler sa synthése et son expression

Dans notre étude, nous avons montré que le gluea®azinc augmentait la synthése de
'ARNmM de PPARe, ainsi que son activité de liaison a 'ADN dangpitlerme
d’explants cutanés inflammés par le LPS. Etonnaminmaus n'avons a contrario noté
aucune stimulation par le gluconate de zinc depfegsion de la protéine PPARdans
ces mémes explants cutanés inflammés. Cette apparentradiction peut néanmoins
tout a fait étre expliquée par un phénomene deslveation nucléaire de la protéine
PPAR< et par son activation afin de pouvoir jouer sde e facteur de transcription,
la forme active de la protéine PPARainsi formée subissant tres probablement des
changements conformationnels et devenant alordecible par la technique d’'IHC
employée. Ainsi, nos résultats indiquent que, dépsderme a l'instar des autres tissus
précédemment cités, le zinc est tout a fait capabBugmenter les capacités
fonctionnelles de PPAR-en tant que facteur de transcription, en agissamtme un
cofacteur, tout en stimulant également sa synthese.

Il est intéressant de noter que le zinc peut éifisaéien pratique clinique pour traiter
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certaines dermatoses inflammatoires. En effetlueogate de zinc a été prouvé comme
étant plus efficace qu’un placebo dans I'acné nmftetoire (Dréno et al., 1989) et dans
I'nidradénite suppurée (Brocard et al., 2007), doges respectives de 30 et 90 mg de
zinc élément par jour. L'acné est probablementdtadie de peau dans laguelle PPAR-
a a été le plus étudié. Il est notamment connu de®RPa est un régulateur important
des sébocytes, cellules essentielles dans la paiheg de l'acné, en régulant
notamment leur différenciation (Downie et al., 2J)Oks protegeant de l'apoptose
(Schuster et al., 2011) et modulant la lipogenébacte (Downie et al., 2004; Trivedi
et al., 2006). En outre, PPAR-est activé lors de linflammation induite par les
squalenes dans les kératinocytes (Ottaviani eR@06). Une seule étude récente s’est
intéressée a I'expression vivo d’'un PPAR dans les lésions d’acné (Elmongy et
Shaker, 2012). Il s’agissait d’'une étude concertar®PARS/6. Elle a démontré une
augmentation significative de I'expression de cARRIans des biopsies de |ésions de
patients atteints d’acné, en comparaison a desie®ple peau non atteinte des mémes
patients et & des peaux de patients non-acnéifuestre connaissance, aucun travail
n'a, a ce jour, étudié I'expression ou l'activité BPARe dans I'acne, dans la maladie
de Verneuil ou dans d'autres pathologies cutamékesnmatoires, en comparaison a des
peaux normales.

Dans certaines dermatoses inflammatoires, il afifpdoac que la régulation de PPAR-
en réponse a un traitement par gluconate de zinss@ucontribuer a réduire
linflammation cutanée et la prolifération kérataytaire, tout en stimulant également
l'apoptose et la différenciation kératinocytairesaique I'homéostasie de la barriere

cutanée.

C- Conclusion de la premiére partie : PPARea, inflammation et zinc

En conclusion, dans les explants de peau huma&nd?$ apparait comme un inhibiteur
de la synthése et de la fonction de PRARRar ailleurs, PPAR-se révéle comme une

nouvelle cible du gluconate de zinc dans les patjies inflammatoires cutanées.

Ainsi, il serait intéressant de tester in vivo &ffets d’'une combinaison thérapeutique

associant du gluconate de zinc par voie orale pigte avec un agoniste topique de
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PPARw dans les troubles inflammatoires de la peau,ddinléterminer si les agonistes
de PPARe amélioreraient l'efficacité clinique du glucondgezinc.
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I1l- Deuxiéme partie :

hBD-2 et psoriasine : deux molécules de I'immuniténnée,

nouvelles cibles du gluconate de zinc

Dans notre étude, nous avons tout d’abord confogmeéhBD-2 et la psoriasine étaient
exprimées au niveau protéique dans toute I'épaiskeliépiderme de la peau normale,
comme cela avait été décrit précédemment (Ali £t28l01; Reithmayer et al., 2009;
Rivas-Santiago et al., 2012). Dans un deuxiéme ¢gempus avons démontré que
I'expression de ces PAMs était modulée par le LS effet, l'incubation par le LPS
des explants cutanés était capable de conduireeaaugmentation significative du
niveau d'expression de la protéine épidermique BBf2-de 'ARNmM de la psoriasine.
Pour confirmer la validité de notre modéle inflantoi@, nous avons vérifié que dans
notre modéle, le LPS induisait bien la synthesBARNm et la sécrétion de la protéine
de I'IL-8, cytokine proinflammatoire de référencemmme décrit précédemment dans les
kératinocytes (Pivarcsi et al., 2003; Grange e2809).

Enfin, en ce qui concerne la modulation des PAMsI@ainc, nous avons démontré
que hBD-4 n'était pas une cible thérapeutique digaglate de zinc. Nous n'avons en
effet constaté de modulation de ce PAM a aucunanivgexpression d’ARNm et
protéique ou sécrétion). A contrario, en ce quiceone hBD-2 et la psoriasine, nous
avons démontré dans notre travail que dans deargspde peau stimulés par le LPS, le
gluconate de zinc augmentait a la fois la syntlte8BNmM pour hBD-2 et psoriasine et
également la sécrétion extracellulaire de la pnetéhBD-2, tout en diminuant

I'expression protéique épidermique de ces deux cutds.

A- Modulation des Peptides antimicrobiens dans lesdermatoses

inflammatoires

« hBD-2

En ce qui concerne hBD-2, les résultats que noaasawbtenus a partir de I'étude des
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explants cutanés étaient en accord avec les rissdlédudes antérieures montrant que le
LPS induisait I'expression de la protéine hBD-2 dales épidermes reconstitués
(Chadebech et al.,, 2003Pe maniere intéressante, nous n'‘avons pas idertdié
modulation du niveau d’expression de 'ARNm codpaur la protéine en réponse a
I'incubation par le LPS, alors que nous avons olisane augmentation significative du
niveau d'expression épidermique de la protéine BBipres 3 heures d’'incubation. Ceci
nous parait pouvoir étre expliqué par le fait ga&Nm codant pour hBD-2 aurait été
synthétiseé tres précocement (plus tot qu'au tempuBes utilisé dans notre étude), puis
dégradé et donc rendu indétectable par la techrdigugRT-PCR utilisée. Le fait que
I'expression protéique épidermique de hBD-2 sograentée par la stimulation par le
LPS, sans induction de la sécrétion extracellulaiotéique, peut s’expliquer par le fait
que l'inflammation induite dans notre modele egiatde d’entrainer une synthése de
hBD-2, mais n’est en revanche pas suffisante paduire une sécrétion efficace de la
protéine, a visée pro-inflammatoire.

En ce qui concerne I'implication physiopathogénigigeces résultats, on rappelle que
plusieurs études ont montré une surexpression @ezhBans des biopsies de lésions
cutanées d’acné, de psoriasis et de dermatitecat@gChronnell et al., 2001; Philpott,
2003; Gambichler et al., 2008). Dans la maladie/dmeuil, les études sont quant a
elles pour le moment contradictoires (Schlapbadd.ef009; Dréno et al., 2012). Bien
qgue notre étude avec le LPS ne permette pas dedwepr complétement le tableau de
telle ou telle pathologie, on peut estimer que enotodéele reproduit par analogie les
pathologies sus-citées, dans lesquelles hBD-2yasihétisée en grandes quantités, afin
de jouer son réle proinflammatoire, notamment cbtattique et favorisant la sécrétion

cytokinique.

« hBD-4
En ce qui concerne I'expression épidermique de WBIans la peau normale, les études
sont contradictoires. Dans une premiere étude dgl,2fortant sur des cultures de
kératinocytes en monocouche, les auteurs retroovaiee expression faible mais

présente de 'ARNm de hBD-4, associée a une exaterb de cette expression
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secondairement a des incubations avec diversekingtetPseudomonas aeruginosa
(Harder et al., 2004). Dans une étude plus récenteernant des biopsies de peau péri-
ulcéreuse de pieds diabétiques, I'expression de-#hRD niveau ARNm et protéine était
noté comme étant quasi nulle chez les patientsrd@est présentant une peau saine
(Rivas-Santiago et al., 2012Pans notre étude, nous n'avons retrouvé aucune
expression d’ARNm codant pour hBD-4, ni aucune é&@mm extracellulaire de la
protéine hBD-4, que ce soit dans les explants dmi permale, dans les explants
inflammatoires, ou dans les explants pré-incubéprésence de gluconate de zinc. Au
niveau protéique, nous avons cependant constatéxjmession épidermique de hBD-4
dans toutes les conditions, ce qui suggere un neadguspécificité de I'anticorps anti-
hBD-4 utilisé. Alors que dans le poumon, I'expresside la protéine hBD-4 a été
démontré comme étant inductible par le LPS (Yargtgal., 2005), nous n'avons
constaté aucune modulation de I'expression d’ARNe|a protéine ou de la sécrétion
de hBD-4 induite par le LPS dans la peau.

Sur le plan physiopathogénique, on rappelle quseide étude s’est pour le moment
intéressée a I'expression protéique épidermiquieBi2-4 dans une pathologie cutanée,
a savoir la maladie de Verneuil, et a démontré, ames-expression de cette molécule
dans les zones Iésionnelles et non lésionnelles;oemparaison a des peaux saines
(Dréno et al., 2012). Afin de préciser I'implicatiexacte de hBD-4 dans les dermatoses
inflammatoires, il serait intéressant que de fudugides s’intéressent a I'expression du
transcrit de hBD-4 dans ces pathologies. || app&mitout cas que le modele utilisé
dans notre étude ne permet pas d’'induire quelgpeesgion ou sécrétion de hBD-4, ce

qui ne présage en rien de sa réelle expre§siono.

o Psoriasine
En ce qui concerne la psoriasine, le LPS a déjdé&tat comme étant stimulateur de la
synthese de son ARNm dans des lignées cellulagekédatinocytes (Blchau et al.,
2007), ce qui est conforme aux résultats que neossaobtenus avec des explants
cutanés.Nous notons néanmoins qu'une étude plus récentbservait pas de

modulation de la synthese de 'ARNmM codant poupdariasine en réponse au LPS,
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dans un modeéele de kératinocytes en monocouche, gw®igravail utilisait des
concentrations en LPS 10 fois inférieures aux sdtdtin et al., 2008).

Bien que nous ayons noté une induction de I'expras$u transcrit de la psoriasine en
réponse au LPSpous n’‘avons observé aucune modulation du niveaxpdession
épidermique de la protéine, ni de sa sécrétionaesliulaire, ce qui pourrait étre
expliqué par des mécanismes de régulation posdrgionnelle. On peut
eventuellement supposer qu'une modulation de I'esgipbn protéique et de la sécrétion
aurait pu étre mise en évidence en utilisant deseamrations plus €levées en LPS ou
des durées d’incubation plus longues.

Au niveau physiopathogénique, la psoriasine a ét&ité comme étant surexprimée
dans les Iésions cutanées de psoriasis, d’acnéemeatite atopique et de maladie de
Verneuil (Madsen et al.,, 1991; Ganceviciene et aD06; Glaser et al., 2009;
Schlapbach et al., 2009). Notre modele d’inflamamainduite par le LPS reproduit
donc partiellement ces pathologies, dans lesquidieacerbation de la synthése de la
psoriasine, comme de hBD-2, est tres probablememhécanisme pro-inflammatoire,
visant a induire une réaction inflammatoire local@ visée bactéricide,

immunomodulatrice et chimiotactique.

B- Modulation des Peptides antimicrobiens et de IU-8 par le

gluconate de zinc

o hBD-2et-4

Un lien entre le gluconate de zinc et I'expressi@ms hBDs n'a été signalé, a notre
connaissance, qu’'une fois auparavant dans une gtwio sur la maladie de Verneuil
(Dréno et al., 2012). Cette étude a révélé qu'aiidment systémique de trois mois a
base de gluconate de zinc conduisait a une expreascrue de la protéine hBD-4 au
niveau épidermique dans la peau lésionnelle dematatteints de maladie de Verneuil,
en comparant cette expression a celle observée gheméme patient avant tout
traitement. Il n’existe & notre connaissance audamnée de la littérature sur 'effet du
zinc sur hBD-2 et -4 dans des kératinocytes ouastplen culture.

71



Dans notre modéele, le gluconate de zinc n'est ggmra comme étant capable de
moduler l'expression de hBD-4, alors qu'il a perdisugmenter significativement la
synthese d’ARNmM codant pour hBD-2 et la libératextracellulaire de hBD-2. Il a
€également été retrouvé dans notre travail une ditioin significative de I'expression
épidermique protéique de hBD-2, correspondant méxbablement au fait que la
protéine hBD-2 synthétisée aprés traduction de NARnéoformé, est directement
relarguée par les cellules épidermiques.

Il avait déja été décrit que l'utilisation de diféédtes concentrations de gluconate de
zinc pouvaitinduire des effets distincts sur I'apoptose etldwégulation de I'immunité
innée épiderme, d'une maniére dose-dépendante qDe€nal., 2012). Ainsi, les
différences retrouvées entre notre étagevivoet I'étudein vivo sus-citée, peuvent étre
expliquées.

Ainsi, du point de vue thérapeutique, on peut seppgu’a une certaine posologie, qui
reste a déterminer, le gluconate de zinc est capditdxacerber trés nettement la
synthese et la sécrétion de hBD-2, a des niveatbernent supérieurs aux niveaux
pathologiques, et que ce phénomene puisseuétrdes mécanismes de I'efficacité du
gluconate de zinc dans des pathologies comme I'aan@ maladie de Verneuil. Pour
ce faire, le gluconate de zinc pourrait permettiaddire I'activation de TLRs a la
surface des kératinocytes et consécutivement des\ae signalisation intracellulaires,

comme celle mettant en jeu NiB-

o Psoriasine

La psoriasine est connue pour avoir un motif dediaau zinc (Brodersen et al., 1999).
Son activité antimicrobienne est sensible a la gés de zinc et il a été émis
I'nypothese que ce soit justement un mécanisme édeestration de zinc par la
psoriasine qui soit a l'origine de l'activité battéde de cette derniere (Glaser et al.,
2005; Lee et Eckert, 2007). En effet, il a été mdmu’une saturation en zinc de la
psoriasine entrainait une diminution de ses cagaditictéricides sur des coloniek.d’

coli (Lee et Eckert, 2007A contrario, notre travail a démontré que, dansebgdants

de peau inflammatoires stimulés par le LPS, le gjlate de zinc était en mesure
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d'augmenter significativement le niveau d’exprassite 'ARNm codant pour la

psoriasine, ce qui peut paraitre paradoxal. Néamsnokette exacerbation de la synthése
du transcrit de la psoriasine n’était pas assoaiéme augmentation consécutive de
I'expression épidermique ou de la sécrétion dertaéme. Ces phénomenes peuvent
étre expligués par de potentiels mécanismes ddatému post-transcriptionnelle. On

peut émettre I'hnypothése qu’une modulation de lfegpion protéique et de la sécrétion
aurait pu étre mise en évidence par exemple avecaecentrations plus élevées en
LPS ou en gluconate de zinc, ou en utilisant degedud’incubation plus longues.

Ainsi, comme cela a été décrit avec hBD-2, des eofnations variées en gluconate de
zinc dans le tissu cutané semblent pouvoir inddies modulations variées de la

psoriasine.

« Interleukine-8

Bien que I'étude de cette cytokine ait eu dansentiavail un réle de preuve de la
viabilité de notre modéle d’inflammation utilisafé LPS, I'analyse des résultats
concernant cette cytokine apres pré-incubatiorigpgluconate de zinc parait avoir tout
de méme un intérét scientifique. En effet, nousawabservé qu’une pré-incubation par
le gluconate de zinc dans les explants cutanésulgsmpar le LPS induisait une
augmentation significative de la synthése de I’ARblmdant pour I'lL-8, ainsi que de la
sécrétion extracellulaire de la cytokine. Il av&# démontré dans une étude précédente
sur des explants stimulés par acnes que le zinc n'avait pas d'effet direct sur la
production d’IL-8 au niveau protéique (Jarrousse aét 2007), mais la durée
d’incubation par le zinc utilisée alors était daeires seulement, contre 24 heures dans
notre étude. Aucune étude n’avait montré auparavannotre connaissance, de

modulation de I'expression de TARNm de I'lL-8 plarZn.
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C- Conclusion de la seconde partie: Peptides antianobiens,

inflammation et zinc

En conclusion, notre travail a montré que hBD-2laetpsoriasine, deux molécules
importantes de I'immunité innée cutanée, ainsilgues, cytokine pro-inflammatoire,

étaient modulées par le gluconate de zinc et peavguer un role dans l'activité anti-
inflammatoire du traitement par gluconate de zitdisé dans différentes pathologies

cutanées inflammatoires comme l'acné et la mabeliéerneuil.
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V- Conclusion

Dans cette étude, nous avons donc démontré, damsodeleex vivode dermatose
inflammatoire, proche des conditioins vivo, que l'inflammation cutanée par le LPS
induisait une inactivation de PPAR-et favorisait la synthese de hBD-2 et de la
psoriasine, sans effet sur la synthése de hBD-4.

Afin de confirmer I'implication physiopathogéniquies molécules sus-citées dans des
pathologies inflammatoires cutanées telles quen€ada maladie de Verneuil ou le
psoriasis par exemple, les perspectives de rechgabrraient étre celles de I'étude en
PCR quantitative et en activité de ces molécules dbes biopsies cutanées de peaux
pathologiques en comparaison a des biopsies de games.

Par ailleurs, nous avons observé gew,vivq le gluconate de zinc était capable de
moduler les marqueurs étudiés dans les explanteae inflammatoire, via I'activation
de PPARe et la stimulation de la synthese de hBD-2, deskaripsine et de I'IL-8. II
pourrait donc également étre intéressant de réaleseétuden vivo de I'expression de
ces marqueurs avant et aprés un traitement sysiémpiar gluconate de zinc chez des
patients atteints d’acné ou de maladie de Verneuil.

Ce travail nous a permis délargir nos connaisssaner les mecanismes
physiopathogéniques de linflammation cutanée et B$ mécanismes d’action
thérapeutique du zinc. Il nous améne a suggéreammoent l'intérét potentiel de
I'association thérapeutique du gluconate de zind'wt agoniste du PPAR; par voie
topigue ou systémique, dans des dermatoses inflemmem telles que Il'acné
inflammatoire et la maladie de Verneuil.

Enfin, ces résultats soulévent également la passdificacité du traitement par
gluconate de zinc par analogie dans d’autres desesatinflammatoires, qui pourrait

étre testée dans des études randomisées conteb@lag traitement de référence.
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NOM : POIRAUD Prénom Carole

PPAR-a, human -defensin-2 et psoriasine : Trois nouvelles cibles

thérapeutiques du gluconate de zinc

Résumeé

Le zinc est un régulateur de 'immunité innée,ceftie pour traiter certaines dermatoses
inflammatoires. Nous avons étudié la modulation lpazinc de molécules impliquées
dans I'immunité innée : le Peroxisome Proliferadotivated Receptar-(PPAR«), les
B-défensines humaines -2 et -4 (hBD-2 et -4) eslaipsine, dans un modéd& vivode
dermatose inflammatoire. Des explants cutanés obten partir de donneurs sains
étaient stimulés par du Lipopolysaccharide (LPSgcaou sans pré-incubation par le
gluconate de zinc. L'expression cutanée protéiquegaascriptionnelle, la sécrétion
extra-cellulaire et l'activité des marqueurs étaiensuite analysées. A travers notre
travail, nous avons démontré que le zinc stimldastynthese d’hBD-2, de la psoriasine,
et avait un role activateur sur le PPAR-

Mots-clés:Immunité innée ; Kératinocytes ; PPAR ; Peptidasva@arobiens ; Zinc
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